JUIN 1950 


-ANNALES 


ae 3 DE. 


3 
& 
a 
hy 
ne 


PUBLIEES PAR 


LA DIRECTION DE L'INSTITUT PASTEUR 


Avec le concours des Chefs de Service 
et des Chefs de Laboratoire 


e Secrétaire général : P. LEPINE 


\ 


’ 


MASSON ET Cl!) EDITEURS 
Libraires de l’Académie de Médecine 
120, Boulevard Saint-Germain 
PARIS 


SOMMAIRE DU N° 6 


Pa 
Assimilation des acides acétylacétique et 8-hy dhoxybutyerue par B. megatherium, pare 
M. Lemoicne, C. Ptaup Lenvét et M. Groson. «9... 2 +s ee es a ee ee 
Recherches sur ua Bacillus megatherium lysogéne, par Anoré Lworr et ANTOINETTE 
GUTMANN 3 o's (suet be eee Rls ROE G a) ASR Seg Meee ons caicer ast ta rear ea ao nar 
Action de la chaleur sur la toxine-et la protoxine ¢ Cl. perfri ingens D, par Maytis GuiLLauMIE, 
AS IREGUER @t-Ms «FABRE. 6.09 (eb Ym) oR ntetde Me tyelivany slits Sip etine see kiee ts ER ne a | 
Recherches biochimiques sur le mode action dela polymyxine, par Coterrs LATTERRADE 
et. Mrdarn: MACHEBOBUFS 60.) 8.02 he) ee! eRe ae ohn sie prot cules tes a 
Action in vitro de la pénicilline, de la streptomycine, de l’auréomycine.et de la chloro- 
mycétine sur les virus du groupe lymphogranulomatose-psitlacose, par GrorscEs 
; BaRnskr. et JACQUES: MAURIN« 575 yay lee eniesk eagle let) ei a] Mleiimt el cp NDR at ee 
L'identification des staphylocoques par les bactériophages. — Il. Essai de classification 
des staphylocoques par la méthode des phages, par R. Wau et P. Largeyne- 
MENSIGNAG 150 ef ie Sts Rs aie tse lel Goer iad ted Polis SEAS] ISOS ee ee 
Précisions surlaflore strepto-entérococcique en particulier au cours de Vinfection grippale 
saisonnicre, par’ L. DUCHON SN . {s.r i bet neta) mee ee ce 
Société francaise de Microbiologie (Sommaire page & de la couverture) 
Table analytique du tome 78 
Table alphabétique par noms d’auteurs, du. tome 78 


oie Pele oe he Lage. reir ne! “ee fel te a ee 


at a ef Jay fee eos el Sy ye ie ge) Sep eee ee ee 


(uvres de Pasteur réunies par PASTEUR VALLERY-RADOT, tome 
« Mélanges scientifiques et littéraires. Index analytique de l’ceuvre 
Pasteur ». Un vol. gr. in-8° de 666 pages. Masson et Ci, édit., Paris, 14 

Albert Calmette. Sa vie. Son ceuvre scientifique, par P.-No#L BERNAS 
et Léopotp NEGRE. Préjace de Pasteur Vallery-Radot. Avant-proposs 
A. Yersin. Un vol. de 274 pages. Masson et Ci*, édit., Paris, 1939. | 

J. BORDET. — Traité de Vimmunité dans les maladies infectieus 
Deuxiéme édit. Un volume de 880 pages. Masson et C*, édit., Paris, } 

AnpRE-R. PREVOT. — Manuel de classification et de détermination 
bactéries anaérobies. Un volume in-8° de 290 pages, 2° édition (Me 
graphie de l'Institut Pasteur), Masson et Cie, édit., Paris, 1948. 

MarcurerirE LWOFF. — Recherches sur le pouvoir de synthése 


flagellés trypanosomides. Un vol. de 244 pages (Monographie 
UInstitut Pasteur). Masson et Cie, édit., Paris, 1941. | 


—Epm. SERGENT, A. DONATIEN, L, PARROT et F. LESTOQUARD (in me? 
riam), — Etudes sur les piroplasmoses bovines. Un vyol. in-16 
816 pages, 325 illustrations, 1945 (Institut Pasteur, Alger). 


N. B. — Le paiement est accepté en toutes monnaies étrangéres au cours du dollar au moment du régler 


PRIX DE L’ABONNEMENT POUR 1950 
France et Union Francaise 


MC ie PG to ere ROS Cage iy eee <5, , oie ED. 7 2108 
(Réglement par mandat, chéques postaux [Compte n° 599 Paris] 
ou chéque bancaire.) 
Belgique et ‘Luxembourg! 4")... (08. its cee ee Fr. B. 37 
Autres: paye 3s eral ee re es $ U.S.A. 


Prix également payables dans les autres monnnies 
au cours des réglements commerciaux le jour du paiement. 
(Réglement. par Banque Nationale ) 


Changement d’adresse : 20 fr. 
Secrétariat, 25, rue du Docteur-Roux, Paris (XV°). 


Publication mensuelle. 


LEISHMANIOSE AMIBIASE BILHARZIOSE| 
GLUCAN TIME ech en ANTHIOMALINE 


tees PALUDISME BACH LAItE 


CIMEDONE CHLORIGUANE, NIVAQUINE, 
: PREMALINE N, RODOPREQUINE, GANIDAN 


SPRUE QUINIO - STOVARSOL. FILARIOSE 
FOLDINE -TRYPANOSOMIASE NOTEZINE | 


LOMIDINE, MORANYL, 
ORSANINE SODIQUE, 
TRYPARSAMIDE. 


PIAN: 


ACETYLARSAN, FONTARSOL, 
NOVARSENOBENZOL BILLON, 
STOVARSOL. 


TRACHOME 


SOLUFONTAMIDE 
SOCIETE PARISIENNE D'EXPANSION CHIMIQUE 
USL SPEC LA «ie 7 


INFORMATION MEDICALE-28, COURS ALBERT 1*- 


 |Verre 
Vitrification 


PARIS-XIX° 


Cae oe te oe 
+ * 


MACHINES A IMPRIMER 


OYONNAX = (ER =» FRANCE 


10, Boulevard Dupuy — Tél. 3-55 
MACHINES SPECIALES POUR L/IMPRESSION 
DES AMPOULES ET DES FLACONS 

. CATALOGUE SUR DEMANDE 
Représentant: R. CHAMOUSSET, 8, rue Nicolas-Charlet, PARIS-XV° 


Se eenc ee a ee ee ee t| 


FOURNITURES POUR LABORATOIRES | 
VERRERIE GENERALE — 


Verre ordinaire, Bohéme, Pyrex Thermométrie — Porcelaine _ 
Verrerie soufflée et graduée Papiers a filtrer - Caoutchouc | 
Aérométrie. Densimétrie Appareillage 


TOUTES. PIECES SUR CROQUIS 


CHOLIN SS C® 584! RUE DES CLOYS, PARIS (189 


Tél.: Montmartre 61-81 
Catalogue Général sur demande 


ARAL Foe se 


Ancienne Maison WIESNEGG (1831-1 892) AUTOCLAVES 
es >» P, LEQUEUX (1892-1918) ALAMBICS 
Bog Se REQUEUR (21-48) erTVES.6 BAINS-MARTE 


et LEQU FUX FOURS ae 


© ay Ste . Matériels de : 

64, Rue Gay-Lussac - PARIS-5° . STERILISATION 
_‘Télégr. : Wiesnegg-Paris-38 Tél. : ODEON 06-25 DESINFECTION a 
R. C. Seine 340.141 B TRAITEMENT DU LAIT | 


APPAREILS SPECIAUX SUIVANT PLANS 


PILTRE CHAMBERLAND SYSTEME PASTEUR 


, 80 BIS, RUE DUTOT — PARIS.XV: VAUGIRARD 26-53 
LE SEUL FILTRE MIS AU POINT DANS LE LABORATOIRE DE PASTEUR 
ET AUTORISE PAR LUI A PORTER SON, NOM 


= STERILISATION A FROID =——————— 
APPLICATION PARTICULIERE A L’EPURATION DES EAUX 
BOUGIES SPECIALES POUR L’USAGE DU LABORATOIRE 


Imprimerie Paul LEROUX 


I3, RUE NICOLAS-FORTIN - PARIS 


IMPRIMERIE Mapai seeestins 
PAPETERIE 
CARTONNAGE 


SPECIALITE DE BOITES PLIANTES == 


a ae aay 


ii 


a ee 
Ms 
a 


* 


it 
4 
\ 
t 
fk 
' 


ween 
es 


Side ge 
— 


f 
h 
| 


en 
al 
ty 


Le ealed, Ta So eae 

: X TE As 
3 : ee aa. rece Son 
, 

36, BOULEVARD SAINT-MICHEL, PARIS — : Danton 65-37 

MICROSCOPES 
MICROTOMES 
ETUVES . 
CENTRIFUGEURS 


HEMOLEUCOMETRE COSTIL-FLAD 


(MANUFACTURE DE. 
CoA Re TO N NVA GE: S 
227, Rue MARCELIN-BERTHELOT : 


NANTERRE-LA-FOLIE 
MALmaison’:15-41: » ° 


CRESYL-JEYES 


DESINFECTANT ANTISEPTIQUE 
eo .©. Se ea Le CDSE Se rt 
Produit trés imité, jamais égalé. Action rapide ct constante 
La PUISSANCE ANTISEPTIQUE du CRESYL-JEYES est DIX FOIS plus grande 
————————_ que celle du Crésylol & 50 % de Crésol. 


FABRIGATION SPECIALE ET EXCLUSIVE REFERENCES ET PRIX SPECIAUX AUX ADMINISTRATIONS 


PRODUITS SANITAIRES ET ANTISEPTIQUES 
48, Rue Charles- Bassée, FONTENAY- SOUS- BOIS (Seine) Tél. ; TREMBLAY 05-17 _ 


a 


T. 78 JUIN 1980 N° 6 


ANNALES 


DE 


EIN St TUT “PASTEUR 


ASSIMILATION DES ACIDES 
ACETYLACETIQUE ET 8-HYDROXYBUTYRIQUE 
PAR B. MEGATHERIUM 


par M. LEMOIGNE, C. PEAUD LENOEL et M. CROSON (°). 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) 


Nous avons démontré, par la méthode des bactéries non proli- 
férantes, que Bacillus megatherium est capable de déshydro- 
géner l’acide Q-hydroxybutyrique en acide acétylacétique [1, 2]. 

Nous avons recherché, par la méthode des bactéries prolifé- 
rantes, si l’acide acétylacétique et l’acide @-hydroxybutyrique 
lui-méme peuvent étre utilisés par ce bacille. 


TECHNIQUE. 


Les souches de Bacillus megatherium utilisées sont, d’une part, 
celle qui nous a servi dans les essais précédents pour la déshy- 
drogénation de l’acide $-hydroxybutyrique et, d’autre part, une 
souche isolée d’une terre de Caracas (souche TC). 

Les cultures sont faites dans le milieu minéral dont nous nous 
servons habituellement [3], mais dans lequel nous avons remplacé 
le nitrate de sodium par du phosphate d’ammonium, afin d’éviter 
une trop rapide montée du pH. Le citrate de fer a été également 
remplacé par du sulfate ferreux. Le pH initial est de 6,7. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1950. 
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Les solutions des substrats organiques sont stérilisées séparé- 
ment par filtration sur bougie L 3 et ajoutées en quantités voulues 
asepliquement. 

L’acétylacétate de sodium a été Btn par la méthode de 
Friedmann [4] et le [-g-hydroxybutyrate par la technique Péaud 
Lenoél avec le lipide @-hydroxybutyrique comme mati¢re pre- 
miére [5]. 

Les acides glulamique et aspartique sont des produits Hoff- 
mann-La Roche, et l’acidé maliquée de chez L. Light and C°, 
Uae, eae 

On ensemence avec des dilutions microbiennes, en quantités 
mesurées. Les essais sont faits & 30° dans des flacons d’Erlen- 
meyer de 1 litre contenant 100 cm* de milieu et adaptés a un 
agilateur assurant une parfaite aéralion. Pour la détermination 
de la matiére séche, nous avons employé les méthodes signalées 
dans les mémoires précédents. L’acide acétylacétique a été dosé 
par la méthode de Heitzmann [6]. 


RiesuLtTats. 


UrimIsATION DE L’ACIDE ACETYLACETIOUE. — Dans des essais 
préliminaires, nous ajoutons a 100 em* de milieu, 700 mg. d’acide 
acélylacélique sous forme de sel de sodium. Aprés deux jours 
x 80°, il n’y a aucun développement apparent, mais le troisi¢éme 
jour on constate une légére augmentation du trouble, surtout avec 
la souche TC. Au microscope on observe des bacilles agglutinés, 
avec de nombreuses spores. Le poids de la mati¢re séche formée 
est trés faible, presque insignifiant, comme les essais_ ulléricurs 
le montreront. Le pH a augmenté. 

Il résulte, de ces premiers essais, que l’acide acétylacétique 
seul est un substrat que Bacillus megatherium ne peut pratique- 
ment pas uliliser pour la synthése de ses constituants. 

On sail que chez les animaux supérieurs, les acides gras sont 
dégradés en acide acélylacétique qui est métabolisé surtout en 
présence de glucides ou de composés en dérivant, tels que les 
acides décarboxylés du cycle de Krebs : acides oxalacétique, 
cilrique, cétoglutarique, succinique, fumarique et malique. 

Nous avons recherché si, avec B. megatherium, un phénoméne 
de méme ordre peut étre observé. Une note préliminaire a été 
publiée [7]. Nous avons essayé l’acide malique et, au lieu des 
acides oxalacélique et céloglutarique, les acides ‘aspartique el 
elulamique. 

Le tableau suivant donne les résultats d’une de nos expériences, 

Avee Vacide acétylacétique seul, la matiére microbienne formée 


est pratiquement nulle : 50 mg. seulement de cet acide ont 
disparu. 
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TABLEAU T. 
SS SSS SSS SSS SSS SSS SSS 
N° DES FLACONS 
(milligrammes pour 100 cm* de milieu) 
I ipe if une aN tay Ve eeva Vi 
Au début: 

Acide acétylacétique . . . .| 532 DU) Gee 0 | 532 0 532 
Acide aspartique...... 0 0 0 | 930 ; 930 0 0 
Acide glutamique...... 0 0 0 0 0 | 1030 | 1030 
ACIOCHIM AGING sane.) eye 0 | 940 | 940 0 0 0 0 
Le pH initial était partout de 6,6. 

Apres 48h. a 30°: 

Acide acétylacétique restant.| 482 0 44 0 33 0 52 
Acide acétylacétique disparu.| 50 0 | 52t 0 | 499 0 480 
Matiére séche formée .. . 6 33 12 38 93 52 407 
Les valeurs du pH final étaient respectivement de 7,1, 9, 9,1, 8,6, 9,1, 


S.G Cba9)4. 


L’aspartate, le glutamate et le malate donnent des développe- 
ments évidents mais limités par une élévation du pH. 

L’addition d’acide acétylacétique a ces milieux contenant ]’un 
de ces trois acides provoque une augmentation trés nette du 
développement microbien. Le tableau suivant met bien en évi- 
dence ces résultats, 


TaBLeEAu II. 
SOMME MATIERE SECHE 
MATIERE SECHE formée 
des matiéres séches dans le milieu 
forméé avec des flacons centenant les 
un seul substrat I4 lf, +1, eerie 
ee Al V et VII 
I. Acide acétylacétique. 6 39 “9 
ll. Acide malique.. . 33 a 
I. Acide acétylacétique. 6 kh 93 
IV. Acide aspartique . - 38 . 
I. Acide acétylacétique. 6 Bg 107 
VI. Acide glutamique. . 52 


Il faut noter, en outre, que la présence de Yun quelconque de 
ces trois acides augmente considérablement la disparition de 
Vacide acétylacétique. ne 7 

Ces résultats prouvent nettement que l’acide acétylacélique en 
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présence des acides aspartique, glutamique et malique peut étre 
métabolisé par B. megatherium. 

Mais les développements sont limités par |’élévation des pH. 
Dans d’autres essais, en présence de malate, nous avons, apres 
vingl-quatre heures, ramené le pH a 6,7 environ par addition 
de SO,H, 2N stérile. 


TABLEAU IIT. 


N° DES FLACONS 
(milligrammes pour 100 cm* de milicu) 
I Il Ill 
Au début : 
Acide acétylacélique .... 604 0 604 
ACIde MSLIGUe sas eee eu 0 470 470 
Le pHi initial était a 6,7. 
Apres 42 h. & 30° : 
Acide acétylacétique restant. 510 23 
Acide acétylacétique disparu. 94 581 
Matiére séche formée.. . . . 45 o7 498 


Avec Vacide acétylacélique seul, la culture est trés faible et 
présente déja de nombreuses spores libres. 

Avec l’acide malique seul, la culture est plus belle mais déja 
presque entidrement sporulée. 


Dans le cas du mélange, nous avons une trés belle culture avec 
des bacilles larges, trapus, souvent en amas. 

Dans cet essai nous avions, a dessein, abaissé la quantité 
@acide malique. Il en résulte que, dans le cas du mélange (IID), 
le poids de la matiére séche est supérieur a la dose d’acide 
malique ajoutée. Cela prouve, sans ambiguilé, que Vacide acétyl- 
acélique a été assimilé par B. megatherium. 

_ Tous les essais de cette nature ont donné des résultats iden- 
liques. 

2° UTILISATION DE L’ACIDE ®-HYDROXYBUTYRIQUE. — Nous avons 
appliqué la méme méthode de recherche dans les cas de l’acide 
g-hydroxybutyrique et de Vacide g-crotonique. 

In I, les bacilles sont déformés mais non sporulés. 

In II, dans le mélange malate et g-hydroxybutyrate, il y a de 
beaux bacilles qui commencent a sporuler, er 

Les récoltes sont minimes mais les substrats étaient a une 
concentration trés faible et on ne pouvait pas escompler une 
récolte tres supérieure. 
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TABLEAU IV. 
a 


Fx N° DES FLACONS 
(milligrammes pour 100 cm3 de milieu) 


J II Ill IV V 

Au début: 
Acide maliqueye.... | 285 0 235 0 235 
Acide 8-hydroxybutyrique. 0 289 289 0 : 0 
Acide a-crotonique.... 0 0 0 208 208 


Le pH dans les flacons est amené a 6,7. 
Aprés 24 h. on l’ajuste & cette méme valeur avec SO,Hg stérile. 


Apres 48 h. a 30°: 
Matiére séche formée. . . 15 ANT 459 36 42 
La culture avec malate seul est entiérement sporulée. 


ES TL IS I AE ATT ES IST i SRE SENT eT RR ES EEE 


L’acide crotonique seul donne une culture faible qui n’est 
guére augmentée par addition de malate. 

D’autres essais ont été faits avec des concentrations plus 
élevées en @-hydroxybutyrate. 

Nous signalerons |’expérience suivante. 


TaBuEAu V. 
N° DES FLACONS 
(miligrammes pour 100 cm? de milieu) 
I II Ill 
Au début: 
INGID CaM alge semis st oo ae er 235 0 235 
Acide $-hydroxybutyrique.. . . 0 765 765 
Le pH initial est de 6,1. 
Aprés 27 h. a 30°: 
Matiére séche formée .... . : 24 234 360 
Acide f-hydr. disparu...... 655 TAL 
Les pH a la finsont. ..... .|: 7,2 1,4 9 


Grace au pH initial assez bas, la culture ne s'est pas trop alcalinisée. 


sss =a 


L’acide @-hydroxybutyrique, contrairement a J’acide acétyl- 
acélique, est nettement utilisé, méme quand il est seul et si la 
concentration est suffisante ; comme dans la deuxiéme expérience 
citée, il permet d’obtenir une belle culture. 

L’acide malique active l’assimilation de l’acide §-hydroxybu- 
tyrique. Alors que seuls les acides malique et g-hydroxybutyrique 
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OnE des récoltes de 24 mg. et 234 mg., soit une somme de 

258 mg., leur mélange produit, dans le méme temps, 360 mg. de 
mmatione séche. Il y a done activation, mais cette activation est 
moins nettle que celle obtenue dans le cas de l’acide acétyl- 
acétique. 


CONCLUSIONS. 


L’un de nous a démontré que divers bacilles accumulent dans 
leurs cellules des lipides spéciaux, dits lipides §-hydroxybuty- 
riques qui, lors de la sporulation, disparaissent en grande 
partie [8]. 

Par autolyse, ces lipides produisent de l’acide (§-hydroxybu- 
tyrique [9]. Nous avons démontré récemment que cet acide est 
déshydrogéné en acide acétylacétique sous action des cellules 
de B. megatherium non proliférantes {4}. 

Dans ce mémoire nous montrons que Vacide acétylacélique ne 
peut pas ¢étre utilisé comme unique substrat carboné par les bac- 
téries proliférantes mais que, par contre, il est parfaitement assi- 
milé en présence d'autres acides tels que les acides malique, 
asparlique et glutamique. 

Au contraire, acide @-hydroxybutyrique méme seul est ulilisé, 
bien que la présence d’acide malique active son utilisation. Comme 
il est vraisemblable que le premier stade de son utilisation est 
lacide acétylacélique, cela conduit & penser que l’acide acétyl- 
acélique formé par processus enzymatique est sous forme d’une 
combinaison plus labile que l’acide acétylacétique. 

Tous ces faits prouvent que B. megatherium peut, au cours 
de son développement, métaboliser les lipides et acide g-hydroxy- 
butyrique ; mais nos résultats ne permettent pas de conclure 
encore si réellement cette utilisation a lieu lors de la sporulation. 
In d’autres termes, il reste & déterminer si les lipides g-hydroxy- 
butyriques sont des produits de déchets ou des réserves utili- 
sables. 
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RECHERCHES 
SUR UN BACILLUS MEGATHERIUM LYSOGENE (°) 


par AnpreE LWOFF et Anromettse GUTMANN 


(Service de Physiologie microbienne de l'Institut Pasteur.) 


I. — Inrropucrion. 


Nous appelons bactéries lysogénes des bactéries chez lesquelles 
la capacité de former des bactériophages se perpétue sans 
Vintervention de bactériophages exogénes. Cette définition sera 
discutée et justifiée dans le cours de ce travail. 

Grace aux recherches de J. Bordet, de F. Burnet et M. McKie, 
den Dooren de Jong, E. et E. Wollman, J. Gratia, on sait 
1° que dans une souche lysogéne, la lysogénie est apanage de 
toutes les bactéries et chez les espéces sporogénes de toutes les 
spores; 2° que la lysogénie persiste aprés passages répétés 
en présence d’un sérum antibactériophage spécifique ; 3° que 
les bactéries d’une souche lysogene possédent la propriété 
d’adsorber le bactériophage qu’elles produisent ; 4° que la lyse 
lysozymique ne libere pas de bactériophages a partir de bac- 
téries potentiellement lysogenes; 5° qua partir de certaines 
souches sensibles infectées par un bactériophage donné, on isole 
des bactéries résistantes lysogenes qui produisent un bactério- 
phage identique au bactériophage originel. 

I] est curieux cependant de constater que l’existence méme des 
bactéries lysogénes a pu étre mise en doute par A. D. Hershey 
et J. Bronfenbrenner (1948), qui écrivent : « How virus is trans- 
mitted from cell to cell in lysogenic cultures seemingly refrac- 
tory to lysis remains to be clarified. It must be concluded, 
however, that the phenomenon of lysogenesis, frequently cited 
as evidence for the spontaneous intracellular origin of virus, can 
equally well be explained as one type or another of association 
between exogenous virus and incompletely susceptible bacte- 
rium. » 

Il semble qu’on doive chercher l’origine de ce scepticisme dans 
une définition peut-étre un peu trop stricte de la lysogénie 


(*) Travail effectué avec l’aide d’une subvention du National Institute 
of Health des Etats-Unis d’Amérique. 
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« vraic » donnée par M. Delbriick (1946) et en vertu de laquelle 
celle-ci serait limilée au cas ott le bactériophage est libéré par les 
bactéries en l’absence de lyse. Comme on ne connait aucun 
exemple de ce phénoméne, la lysogénie s’évanouit. Cette lyso- 
eénie « vraie » était opposée par M. Delbriick a la pseudo- 
lysogénie dans laquelle le bactériophage est libéré a la suite de 
la lyse de bactéries sensibles, produites par mutation au cours 
du développement dune culture résistante contaminée par des 
bactériophages. Mais ces définitions arbitraires n’excluent pas 
la lysogénie telle que nous l’avons définie, lysogénie dans 
peut la propriété de produire te bactériophage est hérédi- 
taire. J. Bordet, dés 1925, écrivait : « La faculté de reproduire 
le bactériophage est inscrite dans la vee méme de V individu 
microbien ». Et Burnet et McKie (1929 b) ont fort bien exprimé 
la méme idée: « The permanence of the lysogenic character 
makes it necessary to assume the presence of bacteriophage or 
its anlage in every cell of the culture, i. e., it is a part of the 
hereditary constitution of the strain», 

Sans doute les expériences sur lesquelles cette conclusion était 
fondée — et qui seront discutées dans le courant de ce travail 
— aussi suggestives qu’elles fussent, n ‘apportaient pas d’élément 
de certitude. De toute facon, on ne pouvait purement et sim- 
plement en faire abstraction. Il est vrai qu’on ignorait encore 
en 1949, malgré de nombreux travaux publiés sur les bactéries 
lysogenes, la facon dont celles-ci libérent le bactériophage 
quelles produisent. Le bactériophage est-il sécrété par les bac- 
léries dune facon continue ? Est-il séerété au moment de la divi- 
sion ? Est-il libéré par la lyse de certaines bactéries ? 

En l’absence de toute donnée, la plupart des microbiologistes 
ont, avee Bordet et Renaux (1928), Burnet et McKie (1929 b), 
admis que le bactériophage était « sécrété » par la wee Mais 
il importe peu en réalité pour la définition de la lysogénie que 
le bactériophage soit libéré de telle ou telle facon. Le fait impor- 
tant c’est la reproduction d’une bactérie potentiecllement capable 
de produire un bactériophage, c’est-a-dire Vhérédité de la capa- 
cité de produire un bactériophage. Ceci ne veut pas dire, bien 
entendu, que le mode de libération du bactériophage ne doive pas 
retenir notre attention. 

J. Northrop (1939) a établi un parallélisme entre enzymes el 
baclériophages en s’appuyant sur le fait que le nombre de bac- 
tériophages dans les cultures de bactéries lysogénes suit, comme 
la gélatinase, un accroissement sensiblement paralléle & Ja mul- 
liplication microbienne. Mais il est bien évident que l’interpré- 
tation que l’on pourra tirer de données de cet ordre sera fort 
différente suivant que, par exemple, dans V’intervalle de deux 
divisions, chacun des 100 individus d’une population bactérienne 
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libére un bactériophage, ou bien qu’une seule bactérie libére 
100 bactériophages. 

Les principaux problémes posés par les souches lysogénes 
sont actuellement les suivants : sgl 

1° La propriété de produire des bactériophages peut-elle réel- 
lement se perpétuer sans l’intervention de bactériophages exo- 
génes ? 

2° Comment les bactéries lysogénes libérent-elles le bactério- 
phage qu’elles produisent ? . 

3° Si la production de bactériophage est l’apanage d’une cer- 
taine proportion de bactéries, quels sont les facteurs qui induisent 
la production de bactériophages dans une population de bac- 
téries potentiellement lysogénes ? 

Les expériences exposées ici en détail ont été résumées dans 
quatre notes préliminaires (A. Lwoff et A. Gutmann, 1949-1950) ; 
elles donnent une réponse aux deux premiéres questions. La troi- 
siéme question a été étudiée avec la collaboration de L. Simino- 
vitch et N. Kjeldgaard, et les résultats qui s’y rapportent feront 
Pobjet d’un mémoire séparé. 


IJ. — MarférieL ET TECHNIQUES. 


Il était évident, a priori, que l'étude des « cultures en masse », 
telles qu’elles sont habituellement pratiquées, ne pouvait fournir 
que des solutions partielles au probleme des bactéries lysogénes. 
Seule l’observation de bactéries isolées, ou, a la rigueur, de 
microcultures comprenant un pelit nombre d’individus était sus- 
ceplible d’apporter des certitudes. 


SoucneE. — Nos expériences ont porté sur un Bacillus mega- 
therium lysogéne. Nous avons utilisé la classique souche « 899 » 
de den Dooren de Jong et un mutilat asporogéne sensible. La 
souche lysogéne et le mutilat étaient entretenus par passages 
sur bouillon peptoné gélosé. 


NUMERATION DES BACTERIOPHAGES. — Les dosages ont été effec- 
tués par les méthodes classiques : 

a) Le liquide A tester est amené.a la concentration convenable 
par dilutions dans le milieu suivant : PO,H,K 340 mg., 5O,(NH,). 
50 mg., SO,Mg.7 OH, 5 mg., (NO,),Ca 0,25 mg., SO,Fe.7 OH, 
0,5 mg., OH, 1.000 cm’, OHK pour pH 7,38. 

b) On ajoute 0,1 cm* des dilutions de divers titres 4 0,4 em® 
dune culture de mutilat sensible en voie de croissance exponen- 
tielle en bouillon peptoné. Le mélange est laissé dix minutes a 0°. 

c) On ajoute a cette suspension 0,5 cm* d’une suspension 
épaisse de mutilat cultivée sur bouillon peptoné gélosé, puis 
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3 cm*® d'une gélose a 0,7 p. 100, en surfusion a 44° (proltéose 
peptone Difco a 20 p. 1.000 additionnée de (NO ;),Ca). 

Le mélange est immédiatement coulé sur des boites de Petri 
renfermant 20 cm de bouillon peptoné gélosé, boites qui sont por- 
tées 2 37°. Dans ces conditions, les plages sont déja bien visibles 
apres cing-six heures. La numération est faite aprés quinze a 
dix-huit heures. 

Si toutes ces conditions sont respectées, on évite : 1° Pinacti- 
vation des bactériophages, trés sensibles aux ions monovalents 
(A. Gratia), et 2° leur adsorption sur des bactéries mortes. 


TECHNIOUE DES MICROMANIPULATIONS. — On utilise une boite 
étuve en maliére plastique transparente. Sous son plancher, percé 
dune vingtaine d’orifices, on a disposé une résistance chautfante. 
La température est ainsi la méme dans toutes les parties de la 
boilte éluve et un régulateur situé dans une encoignure assure 
une température constante de 37°. Le microscope et le récepteur 
du micromanipulateur de Fonbrune sont fixés sur le socle d'un 
micromanipulateur de Zeiss-Peterfi, dont on verra tout a Vheure 
Putilité. 

Nous avons utilisé la chambre a huile de Fonbrune. II est inu- 
lile de s’étendre ici sur ce dispositif dont on trouvera la des- 
cripuon dans la monographie de Fonbrune (1949). Nous n’indi- 
querons que des détails techniques particuliers dont la connaissance 
peut éviler des pertes de temps considérables. 

On colle sur la lame évidée, de part et d’autre de lexca- 
vation, deux plaques de verre de 1,5 x 12 x 7 mm. Leur écar- 
tement est calculé de facon quwil surpasse de 0,8 mm. environ 
la longueur des lamelles. Celles-ci, en verre neulre, sont lavées 
i Vacide nitrique, rincées a l'eau bidistillée, essuyées avec un 
linge de toile fine et stérilisées, ainsi que la lame, a 150°. 

Pour la préparation de lexpérience 

1° On place la lamelle sur la lame. On dépose sur la lamelle 
quelques gouttes d’huile de paraffine de fagon que la lamelle 
soit recouverte d'une couche d’huile. 

2° On étire l’extrémité d’une pipette Pasteur en verre Pyrex. 
La dimension du capillaire terminal doit permettre laspiration 
du milieu de culture. Elle doit aussi étre telle que, lorsque l’extré- 
mité de la pipette chargée de liquide vient, sous l’huile, au 
contact de la lamelle, I goutte de milieu vienne sourdre ct 
s’élaler sur le verre. Cette goutte doit avoir un diamétre de 500 
a 800 y. Neuf rangées de IX goultes sont ainsi réguli¢rement 
disposées. La deuxieme et la troisiéme rangée sont interrom- 
pues au niveau des quatriéme, cinquiéme et sixiéme goutles. 
On peut, bien entendu, déposer sur la lamelle plusieurs milieux 
différents. La lamelle est alors retournée et on coule de Vhuile 
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entre celle-ci et la lame. On dépose sur le fond de la chambre 
a hue, de fagon a ne pas géner les observations, des gouttes 
d’eau distillée qui empécheront une évaporation trop marquée 
des gouttes de moins de 100 p» de diamétre. La chambre a huile 
est transportée sur la platine du microscope. 

On préléve alors du liquide avec une micropipette fine d’une 
ouverture d’environ 2 4 3 yp» de diamétre, préalablement chargée 
Vhuile, et on dépose réguliérement 9 rangées de 9 microgouttes 
de 100 a 150 » de diamétre dans l’espace ménagé entre la pre- 
miére et la quatriéme rangée. Le plan du dispositif guttulaire est 
relevé sur une feuille. Les grosses gouttes sont, suivant les 
rangées, affectées des numéros 11 a 19, 21 a 29, ... 91 A 99, etc., 
les petites 101 & 109, 201 a 209, etc... On retrouve ainsi facilement 
la goutte correspondant &4 un numéro donné. 

La culture de bactéries peut étre placée sur — ou sous — la 
lamelle, soit avant son retournement, soit aprés que la série de 
microgouttes ait été déposée. 


TECHNIQUE DES PRELEVEMENTS. — I] est nécessaire de pouvoir 
transférer une bactérie ou une quantité minime de liquide, de 
Vordre de 10—* mm‘, dans un tube ou sur une boite de Petri. Les 
dimensions de Ja colonne liquide prélevée peuvent étre mesurées 
avec un micrométre objectif, et le volume calculé en tenant 
compte de la forme de la colonne. 

Pour transférer le contenu de la pipette dans un tube, on 
opére de la facon suivante : 

1° On dégage le champ du microscope en déplacant la 
chambre a huile vers l’arriére. 

2° On imprime a lensemble aiguille + porte-aiguille une 
rotation de 90°, de telle sorte que la pointe de l’aiguille soit 
dirigée vers la droite. L’angle formé par la micropipette se 
trouve ainsi dans un plan paralléle 4 celui de la platine du 
microscope. La pipette est alors déplacée vers la gauche de 
facon a dégager le champ du microscope. 

3° On introduit dans Je porte-aiguille droit du micromanipula- 
teur de Peterfi une pipette Pasteur dont la pointe a été coudée 
a angle droit 4 2 4 3 mm. de son extrémité. La pipette contient 
du liquide de dilution sur une longueur de 2 cm. environ. Elle 
est orientée de facon telle que l’angle formé par le coude ter- 
minal soit dans un plan paralléle au plan de la platine. 

4° L’extrémité de cette pipette est amenée au centre du champ 
microscopique. On fait alors subir un mouvement vers la droite 
a la micropipette et on régle son niveau de facon telle que sa 
pointe se trouve en regard du centre du ménisque liquide de 
la pipette Pasteur. On introduit la micropipette dans Je liquide. 
On inocule le contenu de la micropipette dans la colonne 
liquide de la pipette Pasteur. Lorsqu’on manipule une bactérie, 
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on peut voir éventuellement celle-ci passer de la micropipette 
dans la pipette Pasteur. De toute fagon, on sait que lopération 
est terminée lorsqu’une goutte d’huile apparait a la pointe de 
la micropipette. 

Toutes ces manipulations sont effectuées dans la boile ¢tuve. 

5° La pipette Pasteur est alors dégagée de son support, 
extraite de la boite et son contenu transvasé soit dans un tube, 
soit sur une boite de Petri. 

Avec un peu d’habitude, Vensemble de ces opérations est 
effectué trés rapidement et avec une grande streté, Toutes 
les manipulations sont naturellement réalisées aseptiquement. 
D’aprés notre expérience, qui porte sur prés d’un miller de 
prélévements, les chances d’infection, lorsqu’on manipule des 
quantités de liquide de Vordre de 10—*° a 10—* mm‘, sont prati- 
quement nulles. 


Minievux. — Nous avions pensé trouver des milieux standards 
permettant & coup sar la culture en microgoutte. Un échantillon 
de « protéose peptone Difco » nous avait donné des résultats 
trés favorables, aussi bien en micro- qu’en méga-cultures. Le 
stock étant épuisé, nous edmes recours a un flacon portant la 
méme étiquette mais provenant d’un autre lot. B. megatherium se 
développait en série dans le premier échantillon. I] ne se déve- 
loppait dans le milieu avee le deuxiéme échantillon qu’au premier 
repiquage a partir du bouillon. Aprés une période de marasme, 
il s’avéra que V’absence de culture au deuxiéme repiquage était 
due & une carence en calcium. L’addition a la solution de pro- 
téose peptone de (NO,),Ca M/5.000 permet en effet un développe- 
ment abondant a partir du premier repiquage en protéose peptone, 
alors que la culture ne se développe pas du tout en l’absence 
dion Ca. L’interprétaion de ce résultat est facile A la lumiére 
des travaux de L. Gorini et C, Fromageot (1949) : le Ca est lac- 
livateur des protéases et B. megatherium ne peut utiliser la « pro- 
\éose-peptone » quwapres digestion préalable. Dans un milieu 
pauvre en calcium, ou bien qui en est dépourvu, cette digestion 
est trop lente ou impossible. ; 

I] résulte de ces observations que certaines pepltones en appa- 
rence impropres a la culture d’une bactérie deviennent parfaite- 
ment ulilisables lorsque le milieu est additionné d’un sel de cal- 
cium. D’une maniére générale, on aura avantage a renforcer le 
milieu peptoné en ions Mg (M/1.000) et & ajouter 1 p. 100 a 300 
de la solution suivante : Cl,Fe.60H, 0,2 mg., Cl,Co.60H, 
0,006 mg., SO,Zn.70H, 0,0126 mg., MoO,Na, 0,003 me., 
B,O,Na,.100H, 0,025 mg., Cl.Mn.40H. 011 me. 
C,H,0,Cu,.50H, 0,0004 mg., OH, 100 cm’. : 

Il convient de retenir, en tout cas, que les différents lots d’une 
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peptone supposée standardisée peuvent étre fort différents et que 
certains ne renferment pas une quantité optimum de cations biva- 
lents. Ces différences s’observent en cultures ordinaires en tubes. 
Klles sont beaucoup plus marquées dans les cultures en micro- 
gouttes ensemencées avec des bactéries isolées. Et notre nouveau 
lot de « protéose peptone Difco » méme additionné de glucose, 
de calcium, et d’autres cations bivalents n’a pas donné de résul- 
tats aussi favorables que le premier échantillon. 

Il est done impossible de recommander pour la culture en 
microgouttes tel ou tel produit. Ceci ne pourra étre fait que lors- 
que les fabricants auront mis au point un milieu standard dont 
la valeur pour les micro-cultures de diverses bactéries aura été 
éprouvée. Notre expérience des micro-cultures nous permet de 
conseiller des mélanges de différentes peptones additionnés d’ex- 
traits de levure. Par exemple, un milieu composé de la facon 
suivante : « tryptose » Difco, « yeast extract » Difco en suspension 
dans un tampon phosphaté et additionné aprés stérilisation d’une 
solution d’oligo-éléments pourra donner des résultats favorables. 
Mais la facgon la plus stre d’obtenir des micro-cultures est d’uti- 
liser un milieu dans lequel des bactéries se sont préalablement 
développées. Le plus simple est d’ensemencer un milieu donné 
et d’arréter la culture par refroidissement a 0° dés que celle-ci 
se trouve dans sa phase exponentielle. On centrifuge et suivant 
les cas, on filtre sur bougie ou on stérilise par chauffage. Les 
milieux ainsi préparés sont toujours favorables au développement 
de bactéries isolées. Nous avons eu aussi l'occasion, au cours 
de nos essais, d’utiliser un milieu « S » dont voici la formule : 
PO 16.5, £20 (Ni). 1 -er. SO Mer OT s.. Clda.0,00 ¢., 
SO,Fe 0,0002 g., protéose peptone | g., OH, 1.000, OHK pour 
pH 7,3. 

La forme sous laquelle se présentent les bactéries dans les 
cultures est fort variable. On voit parfois de longs filaments de 
plusieurs centaines de bactéries, parfois des filaments plus courts 
de 50 A 4 germes, immobiles ou mobiles. La division sépare géné- 
ralement deux diplobacilles et il est exceptionnel de voir des 
bactéries isolées. Si lon introduit dans une goutte renfermant 
un unique filament long et immobile quelques B. megatherium 
tués par la chaleur, on constate que ceux-ci, lorsqu’ils arrivent au 
voisinage du filament, sont brusquement entrainés en un rapide 
mouvement giratoire et peuvent faire plusieurs fois le tour du 
filament vivant. Cela montre qu’un filament bactérien immobile 
n’est pas forcément dépourvu de cils mobiles, et prouve aussi 
que les mouvements ciliaires qui sont capables d’assurer Je mou- 
vement des bactéries tuées en dehors de tout mouvement de con- 
traction du corps bactérien doivent étre également capables d’as- 
surer le mouvement des bactéries vivantes. 
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L’état des bactéries varie au cours du développement d’une 
méme culture et il est impossible de donner une recette qui per- 
mette a coup sar d’obtenir des bactéries mobiles. Celles-ci sont 
généralement plus fréquentes dans les cultures abondantes que 
dans les cultures « jeunes ». Ces bacilles mobiles constituent le 
matériel de choix pour certaines expériences. 

Pour nos expériences, la culture bactérienne était prélevée dans 
un tube de bouillon peptoné ou d’eau peptonée aéré par agita- 
tion a 37°. La culture était toujours en voie de croissance, de 
préférence en voie de croissance exponentielle, soit 85 4 70 x 10° 
bactéries/cm*, Mais, anticipant sur ce qui va suivre, nous devons, 
dans ce paragraphe consacré a la technique, attirer l’attention 
sur les recherches de A. ‘Lwoff, L. Siminovitch et N. Kjeldgaard 
(1950). Ceux-ci ont montré que la phase de croissance exponen- 
tielle d’une culture de B. megatherium lysogéne peut ¢lre brus- 
quement interrompue au moment de « l’induction », c’est-a-dire 
au moment ot commence la production de bactériophages. Les 
facteurs du milieu, et en particulier oxygénation, jouent un role 
important dans le déterminisme de ce phénomeéne. Les propriétés 
d’une population de bactéries peuvent done varier non seulement 
avec l’Age de la souche, mais avec le volume et la forme des 
microgouttes et le temps qu'une culture y aura séjourné. Au 
moment ott nous avons réalisé les expériences qui sont décrites 
ici, nous ne connaissions pas l’importance de ces facteurs sur 
lesquels nous tenons cependant a attirer l’attention. 


IJJ. — La MULTIPLICATION BACTERIENNE SANS LIBERATION 
DE BACTERIOPHAGE. 


a) Un diplobacille, est aprés 5 lavages, ensemencé dans une 
goulte d’eau peptonée. Aprés chacune des divisions, l’un des 
segments fils est éliminé avec un minimum de liquide. Vinet-deux 
segments fils sont ainsi évacués successivement. La totalité de la 
goulte est alors prélevée : pas de bactériophages. 

b) Dans une autre expérience du méme type, on a évacué suc- 
cessivement 42 segments fils : le résultat a été identique. De plus, 
4 prélevements en cours d’expérience et le prélévement intégral 
final se sont révélés dépourvus de bactériophages. 

c) Un filament lavé de 3 bactéries est mis en observation. On 
élimine successivement 14 bactéries filles et on fait 5 prélévements. 
Apres la derniére division, la totalité du liquide est prélevée : pas 
de bactériophages. 

d) Trois diplobacilles sont lavés et ensemencés respectivement 
dans des gouttes d’eau peptonée. Lorsque le nombre de bactéries 
alteint respectivement 24, 47 et 54, la totalité du liquide est pré- 
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levée. Il n’y a pas de bactériophages, non plus que dans les pré- 
levements effectués entre-temps. 

e) Trois diplobacilles sont lavés et transférés dans des gouttes 
d’eau peptonée de 72 A 100 yw de diamétre. La multiplication 
s’arréte spontanément lorsque le nombre de bactéries atteint res- 
pectivement 8, 12 et 16. La totalité du liquide est prélevée : pas 
de bactériophages. 

f) Un filament de 7 bactéries est lavé et ensemencé en milieu S. 
Aprés deux heures, il y a 82 bactéries : la totalité du liquide est 
prélevée, pas de bactériophages. 


Discussion. — Ces expériences, ainsi que celles qui seront 
décrites dans les deux paragraphes suivants, apportent la notion 
dune multiplication d’une bactérie lysogéne sans production de 
bactériophage. Elles démontrent que B. megatherium 899 peut 
croitre et se multipler sans libérer de bactériophages. La libéra- 
tion de bactériophages n’est donc pas un phénoméne accompa- 
gnant obligatoirement la croissance d’une population de bactéries 
lysogénes et apparait ainsi comme un phénoméne contingent. 


TV. — MaiInTIEN DU POUVOIR LYSOGENE EN L’ ABSENCE 
DU BACTERIOPHAGE LIBRE. 


Un diplobacille mobile est prélevé dans une cullure en eau 
peptonée (protéose peptone a 1 p. 100). Ce bacille est transféré 
successivement dans VI gouttes du méme milieu. I] reste dans la 
sixiéme. Durant toute la durée de cette expérience, le diploba- 
cille est resté mobile. La séparation des articles fils a généralement 
lieu chez B. megatherium lorsque les bactéries filles sont déja 
cloisonnées. Dés que cette séparation libére deux diplobacilles 
fils, on injecte dans la goutte 1/5 environ de son volume de milieu 
neuf. On assure le mélange des liquides par des aspirations et 
refoulements répétés portant au moins sur la moitié du liquide et 
lon préléve une des bactéries avec un volume de liquide sensi- 
blement égal au volume ajouté. Le prélévement est transféré dans 
une suspension en milieu gélosé de mutilat sensible, suspension 
qui est étalée sur une couche de gélose. Cette opération a élé 
répétée jusqu’a la 10° division. Aprés celle-ci, les 2. bactéries 
filles sont prélevées séparément, la derniére avec la totalité du 
liquide résiduel. Les 11 boites ensemencées, a l'exception de la 
premiére et de la huitiéme qui ne montraient aucune plage, ont 
toutes montré une unique plage de lyse centrée par une colonie 
bactérienne. L’absence de colonie lysogéne sur les deux boites 
« négatives », dans cette expérience comme dans la suivante, tient 
vraisemblablement a une perte accidentelle de la bactérie. 

Cette expérience a été répétée en eau peptonée additionnée de 
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glucose et d’un extrait de foie. Le diplobacille originel a ¢éleé 
suivi jusqu’a la 19° division. Apres celle-ci, les deux bactéries 
ont été ensemencées. Les 20 boites, a exception de la 4° et de 
la 16° qui n’ont montré aucune plage, ont, comme dans la série 
précédente, présenté une plage de lyse centrée par une colomie 
lysogene. L’une de ces colonies centrales a été reprise et isolée, 
ét s'est révélée lysogéne : le filtrat de sa culture a montré la 


présence de bactériophages. 
L’absence de toute plage en dehors de la plage unique centrée 


Fic. ee Photographie d'une boite de Petri ensemencée avec une souche 
sensible de Bacillus megatherium. On a déposé sur la boite un diplobacille 
provenant d'un germe s’étant divisé dix-neuf fois en microgoutte. On notera : 


1° la présence d’une pla : i 
' ge de lyse centrée par une ‘i ; 
2° absence de toute autre plage. iar 


par une colonie bactérienne montre qu’a aucun moment il nest 
apparu de bactériophage libre dans les micro-cullures. On n'a 
jamais noté, durant Vexpérience, de diminution de taille ae 
diplobacille, diminution qui aurait forcément suivi la lyse dun 
de ses articles, et aucune lyse n’a été observée. Une lyse aurail 
(ailleurs amené quelques perturbations dans le rythme des divi- 
sions. Or, les 19 divisions se sont produites en quatre cent 
quatre-vingt-six minutes, a intervalles réguliers de 25 min. +3 min 


D mayne se a = - 1 ae ie . 
‘ ISct ren Il a été établi par Bordet et Renaux (1928) que 
2S 5 . rey rg s ae » : ; j 1 
ouches lysogenes de FE, coli conservaient leur pouvoir lysogé- 
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nique aprés plusieurs passages en présence d’un sérum antibacté- 
riophage. Des résultats analogues ont été obtenus par F. Burnet 
et M. McKie pour diverses bactéries (1929 a et b) et par E. et 
E. Wollman (1936) pour B. megatherium. Le sérum antibactério- 
phage neutralisant les bactériophages libres, ces expériences 
démontreraient que la lysogénie peut se maintenir en |’absence 
de bactériophages libres s’il était prouvé que la concentration en 
sérum antibactériophage pendant toute la durée de l’expérience 
restait suffisante pour inactiver immédiatement tous les bacté- 
riophages. En d’autres termes, il faudrait étre certain que dans 
les conditions des expériences la chance pour un bactériophage 
libéré d’infecter une bactérie avant d’étre neutralisé par le sérum 
reste toujours nulle. Cette condition a vraisemblablement été 
réalisée dans certaines expériences, mais cela n’est pas, a priori, 
certain. Et rien ne permet d’affirmer que des bactériophages 
adsorbés sur les bactéries soient inactivés par le sérum. 

On sait aussi que la lysogénie se maintient également dans des 
cultures entretenues dans des milieux supposés dépourvus de 
calcium, en fait dans des milieux oxalatés ou citratés (E. et 
E. Wollman, A. Gratia). Mais de nombreuses substances orga- 
niques possédent le pouvoir de former des complexes avec le 
calcium ; ces complexes peuvent se dissocier, et dans des milieux 
organiques i] est difficile d’affirmer l’absence d’ions Cat++. Le 
fait que la lysogénie d’une culture se maintient en milieu citraté, 
alors que la fixation du bactériophage ne se produit qu’en pré- 
sence de calcium, n’est qu'un argument en faveur de la these de 
Ja perpétuation endomicrobienne. 

Enfin, il a été montré par Den Dooren de Jong que la fonction 
lysogéne de B. megatherium est transmise dans les cultures obte- 
nues a partir d'une spore, et méme a partir de spores chauffées. 
Ceci est vrai pour toutes les souches lysogénes sporogénes. I] y 
a la encore un argument supplémentaire en faveur de la thése 
de la transmission endomicrobienne du bactériophage. Mais on 
ignore sous quelle forme le bactériophage se trouve a lintérieur 
de la spore. Si l’on ajoute a toutes ces considérations le fait que 
dans une culture lysogéne chaque colonie — supposée obtenue 
& partir d’un seul germe — est lysogene, on voit qu’un faisceau 
important de données plaident en faveur de la conception d’aprés 
laquelle la capacité de former des bactériophages serait hérédi- 
taire, c’est-d-dire indépendante de toute réinfection exogeéne. 
Dans nos expériences, la lysogénie s’est maintenue, en l’absence 
de bactériophage libre, au cours de 19 divisions. Si le bactério- 
phage ne se multipliait pas a l’intérieur de la bactérie et si le 
maintien de la lysogénie était le fait de corpuscules adsorbés sur 
le diplobacille originel, et également répartis entre les bactéries 
filles, celui-ci devrait posséder au départ un minimum de 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 78, n° 6, 1950. 49 


722 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


219 — 524.288 bactériophages. La probabilité d'une répartition 
inégale, suivie, aprés chacune des divisions, de la sélection de 
la bactérie ayant hérité le plus petit nombre de particules est 
assez faible pour n’avoir pas & étre prise en considération. 

S. Bayne-Jones et L. A. Sandholzer (1933) estiment a 2,5 p° 
le volume moyen d’un B. megatherium. Admettons la valeur de 
6 y2 pour un diplobacille moyen. D’aprés McLauchlan, E. M. 
Clark et F. W. Boswell (1947), les dimensions de la téte du bac- 
tériophage de B. megatherium sont de 40 x 100 my, soit un 
volume approximatif de 0,9 x 10—* y°. Supposons que des bac- 
tériophages polyédriques occupent entiérement un récipient d’une 
capacité égale a celle du diplobacille ; celui-ci pourrait contenir 
66.000 bactériophages. Et le nombre maximum de bactériophages 
produit par une bactérie quelle qu'elle soit ne semble d’ailleurs 
pas dépasser 1.000. 

On peut, sans risquer une erreur trop grande, considérer que 
dans une bactérie lysogéne viable, espace occupé par les bac- 
tériophages ne doit pas dépasser 50 p. 100 du volume bactérien. 
Un B. megatherium diplobacillaire moyen lysogéne viable pour- 
rait done contenir au maximum 388.000 bactériophages. C’est la 
un chiffre notablement inférieur A la valeur 524.288 qui repré- 
sente le nombre minimum de particules dont il faudrait admettre 
la présence dans le diplobacille originel pour soutenir lhypothése 
dune perpétuation de la fonction lysogénique par simple distri- 
bution de corpuscules exogénes préexistants. Celle hypothése 
semble pouvoir étre rejetée. 

L’hypothése selon laquelle la lysogénie se perpélue par voie 
endomicrobienne, sans J’intervention nécessaire de bactério- 
phages exogénes, nous semble pour le moment seule capable de 
rendre compte de facon satisfaisante des données expérimentales. 
Le probleme de la forme sous laquelle la lysogénie se perpétue 
sera discuté dans le courant de ce travail. 

Une autre conclusion peut étre tirée de nos expériences. On 
savait (J. Bordet et J. Renaux, 1928; F. Burnet et M. McKie, 
1929 a et b) que toutes les colonies issues d’une culture lysogéne 
sont lysogénes. Nos expériences confirment et assoient solide- 
ment ces données : chacun des diplobacilles d’une population de 
B. megatherium 899, isolé au micromanipulateur, donne naissanece 
a’ une colonie lysogéne. 


V. — LA LYSE LYSOZYMIQUE NE LIBERE PAS DE BACTERIOPHAGE. 


F. Burnet et M. McKie (1929 a), F. Burnet et D. Lusch (1936) 
ont noté que la lyse par un bactériophage « X » d'une bactérie 
lysogéne sensible 4 ce bactériophage « X » et produisant norma- 
lement un bactériophage « Y », ne libérait pas le bactério- 
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phage « Y ». F. Burnet et M. McKie ont, dés 1929, compris toute 
Yimportance de ce phénoméne .et sont arrivés & la conclusion 
suivante : toutes les bactéries d’une souche lysogéne permanente 
possédent dans leur constitution héréditaire une unité potentielle-’ 
ment capable de libérer du phage. Burnet et McKie avaient cons- 
laté cependant qu’une faible proportion de bactéries, qu’ils ont 
estimée a 0,1 p. 100 dans une culture de vingt-quatre heures sur 
gélose, renfermait des bactériophages qui pouvaient étre libérés 
par traitement a l’eau distillée. Une observation du méme ordre 
a été faite par E. et E. Wollman et par A. Gratia (1936), indépen- 
damment, & quelques semaines d’intervalle : la lyse lysozymique 
de B. megatherium 899 lysogéne ne libere pas de bactériophages. 
K. et E. Wollman ont trouvé un bactériophage pour plusieurs 
milliers de colonies bactériennes et ont conclu que le bactério- 
phage existe sous deux formes, phases ou états différents : le 
bactériophage « mtr » que l’on peut appeler corpusculaire ou 
plus simplement bactériophage virus tel qu’il apparait a l'état 
libre dans Jes milieux de culture, et le « bactériophage intracel- 
lulaire » latent, non virulent, tel qu’il existe a l’intérieur des bac- 
téries lysogénes et que nous appelons probactériophage. De plus, 
on sait qu'il est impossible, par lyse lysozymique, de lbérer des 
bactériophages adsorbés sur des B. megatherium vivants. Par 
contre, la lyse lysozymique libére des bactériophages adsorbés 
sur des bactéries tuées (A. Pirie, 1940). Le bactériophage virus 
ne se transforme en probactériophage que chez une _bactérie 
vivante. 

L’importance de ces données nous a incités a vérifier l’action 
de la lyse lysozymique. Des bactéries lavées sont transportées 
dans des microgouttes, Au cours de la multiplication exponen- 
tielle, on injecte dans les microcultures une solution de lysozyme 
dont la concentration est telle que la dilution finale soit de 
1 p. 50.000. Les bactéries sont lysées en quelques minutes. Dans 
diverses expériences, 12, 34, 80 et 208 bactéries ont été ainsi 
lysées. La totalité du liquide a été prélevée : pas de bactério- 
phages. La présence de lysozyme a 1 p. 50.000 dans une. micro- 
goulte ne géne pas le dosage car le milieu subira une dilution 
considérable. ; 

Ces observations étendent donc 4 des bactéries en voie de crois- 
sance exponentielle les résultats de E. et E. Wollman et de 
A. Gratia relatives au B. megatherium et confirment les obser- 
vations fondamentales de F. Burnet et M. McKie (1929 b). 


VI. — CoMMENT LES BACTERIES LYSOGENES 
LIBERENT-ELLES DES BACTERIOPHAGES ? 


Nous sommes ainsi en possession des données suivantes 
1° Dans la souche lysogéne de B. megatherium 899, chaque 
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bactérie isolée au micromanipulateur et lavée donne naissance 
a une colonie lysogéne. 

2° La faculté de produire des bactériophages se perpétue en 
labsence de bactériophages exogénes, c’est-d-dire par vole endo- 
microbienne. 

3° Les bactéries peuvent se multiplier sans libérer de bacte- 
riophages. 

4° La lyse lysozymique ne libére pas de bactériophages. 

Cependant, le filtrat d’un tube de culture de B. megatherium 
lysogéne, comme d’ailleurs le filtrat de toute culture lysogene, 
renferme toujours des bactériophages en plus ou moins grand 
nombre. Nous avons vérifié que ceci est exact aussi pour les 
cultures abondantes en microgouttes : on trouve toujours des 
bactériophages dans le liquide d’une guttule d’eau peptonée ren- 
fermant quelques milliers de bactéries. On pouvait done consi- 
dérer l’hypothése d’aprés laquelle un faible pourcentage seule- 
ment de bactéries produiraient des bactériophages. Les isolements 
de bactéries en microgouttes ont done été multipliés sans aucun 
sueccés au début. Nous avons cependant été encouragés a persé- 
vérer dans la recherche du mode de libération des bactériophages 
par Vobservation de « fantOmes » bactériens. La formation de 
ces fantomes a été observée en microgouttes. Elle est le résultat 
de dégénérescences relativement lentes de la bactérie qui peuvent 
demander quelques minutes ou quelques secondes. Le fantéme 
persiste pendant plusieurs heures. Nous pensions a ce moment 
avoir observé la lyse bactériophagique. Mais les prélévements de 
milieu aprés la lyse lente ne révélaient pas de bactériophages. 
Cependant, nous continuions a suivre le développement des 
microclones tout en effectuant de temps 4 autre des prélévements 
de milieu. 

Nous donnons ici les résultats d’une premiére série d’expé- 
riences qui ont été publiées dans une note préliminaire (A. Lwoff 
et A. Gutmann, 1949 b). 

\. Un filament de 8 bactéries est lavé et transporté dans 
I goulte de milieu S. Le tableau suivant donne le temps en 
minutes (m) et le nombre de bactéries (b) : 


m b 

0) 5 
30 4 
55 6 
65 7 
105 pis 
123 45 


Aprés la cent vingl-troisieme minute, on préléve 28 x 10° y® de 
milieu représentant environ 90 p. 100 du volume de la goutte 
480 bactériophages. ; 


De 
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Les bactéries étaient restées unies en un long filament. Aucune 
lyse mavait été observée. Aucun fantome n’était visible. Nous 
en avions conclu a la possibilité de production de bactériophages 
en Vabsence de lyse bactérienne. Nous ne connaissions a ce 
moment qu'un seul type de lyse : la lyse lente laissant persister 
un fantome bien reconnaissable et nous pensions que de l’absence 
de ce fanto6me on pouvait conclure a l’absence de lyse. Depuis, 
nous avons reconnu un autre type de lyse, rapide, au cours de 
laquelle les bactéries disparaissaient en moins d’une seconde 
sans laisser de résidu reconnaissable. C’est ce type de lyse qui 
libére des bactériophages. Plusieurs bactéries terminales ont fort 
bien pu se lyser au cours de cette expérience, et cette lyse a pu 
passer imapercue. L’expérience ne peut donc étre retenue a 
Vappui de la thése d’une libération du bactériophage sans lyse 
bactérienne, et si nous Ja donnons ici, comme d’ailleurs les deux 
suivantes, c’est pour bien montrer les causes d’erreur aqui peu- 
vent intervenir dans ce type d’expériences. 

B. Un diplobacille est lavé et transporté en eau peptonée. On 
notera d’aprés le tableau ci-dessous qu’une bactérie a disparu 
entre la cinquantiéme et la cinquante-cinquiéme minute, deux 
entre la soixante et uniéme et la soixante-deuxiéme minute : 


m b 
0 2 
4 4 

44 4 

31 6 

35 A 

43 al 

50 Aq 

55 40 

64 13 

62 44 

83 AT 

409 43 


Des prélévements ont été effectués dans les microgouttes 
ah + 14, 43 et 55 m, respectivement de 2,5 x 10°, 4 x 10° et 
2,4 x 10° py? : pas de bactériophages. A la soixante-troisieme 
minute, on a prélevé 2,4 x 10° »° : 18 bactériophages. A la 
quatre-vinet-troisiéme minute, 3,2 x 10° p° : 17 bactériophages. 
A la cent quinziéme minute, 5,15 x 10° y° : 68 bactériophages. 
Le volume résiduel était de 92 x 10° y%. Le volume initial était 
done de 149 x 10° v3. On peut calculer que le nombre de bacté- 
riophages au moment des trois prélévements était donc 1.130, 
725 et 190. On notera que le prélévement effectué a cinquante- 
cing minutes, aprés la disparition d’une bactérie, n’a pas révélé 
de bactériophages. Dans cetle expérience, les bactéries étaient 
mobiles. Il est possible que la premiére lyse ait été une lyse 
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lente, non productrice de bactériophages et que le fantome rési- 
duel soit passé inapercu. On notera aussi que le nombre de bae- 
tériophages caleulé a été de 1.130, chiffre qui nous semble par 
trop élevé s’il correspond a la lyse de deux bactéries seulement. 
Il est possible que dans celte expérience lhomogénéisation avant 
le premier prélévement ait été insuffisante. 

C. Un filament de 3 bactéries est lavé et transporté en eau pep- 
tonée. L’histoire de ces 3 bactéries, a, b et c restées umies en un 
filament, est indiquée sur le tableau ci-dessous. On notera que 
la bactérie a s’est divisée deux fois et aue les 4 bactéries issues 
de sa division se sont lysées entre la quatre-vingt-huitiéme et la 
cent quatorziéme minute. 


m 


0 
25 
55 
Tm 
82 
88 

107 
114 
420 
134 
442 
455 


Jo 


one eM Ee] 2 
1S NON NN ee rs | 
KH SOD EF FP EF wWNHDON 


— 


Un prélevement de 1, x 10° yp? effectué & 114 m n’a pas révélé 
de bactériophages. Un prélévement de 1,4 x 10° & 142 ma révélé 
la présence de 71 bactériophages. Le prélévement total a 155 m 
(16,3 x 10° p*) a donné 400 bactériophages. Si on tient compte 
du rapport des volumes, le nombre total de bactériophages au 
moment du deuxiéme prélévement devait étre voisin de 900. On 
notera que le premier prélévement a 114 m a été négatif, alovs 
qua 142 m, sans qu'il y ait eu lyse d’autres bactéries, il y a eu 
apparition de nombreux baclériophages. Il est possible qu’ici, 
comme dans ]’expérience précédente, l’homogénéisation du milieu 
de culture ait été insuffisante. I] est possible aussi que, apres la 
lyse, les bactériophages restent pendant quelques minutes englobés 
dans des débris cellulaires visqueux et échappent ainsi & l’action 
de courants insuffisants. 

Une autre expérience devait nous permettre de reconnaitre les 
earactéres de Ja lyse par le bactériophage. Un diplobacille est 
lavé et ensemencé dans I goutte de protéose peptone. A la vingt- 
sixiéme minute, il y a deux diplobacilles, dont l’un est évacué. 
A Ja soixante-douziéme minute, deux autres diplobacilles sont 
évacués. I] reste dans la goutte un filament télrabactérien, Un 
prélévement de 6,5 x 10% py? fait A ce moment sera négatif, A la 
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cent quarante-troisiéme minute, il y a un filament de 8 et un fila- 
ment de 10 bactéries. On voit une des bactéries — peut-étre un 
diplobacille ? — disparaitre en une seconde environ sans laisser 
de trace. On préléve 8,5 x 10* y3 de liquide correspondant a la 
moitié environ du volume de la goutte : 110 bactériophages. Le 
nombre total de bactériophages produits a donc été de 220 environ. 
Crest cette observation qui nous a apporté la notion de l’existence 
de la lyse rapide suivie de l’apparition de bactériophages. Par 
la suite, nous avons vu souvent se produire sous nos yeux la lyse 
de bactéries suivie de l’apparition de bactériophages. Nous avons 
constaté que cette lyse ne laissait pas de fantome visible et qu’elle 
se produisait le plus souvent en moins d’une seconde. Elle peut 
donc fort bien passer inapercue dans une goutte renfermant 
plusieurs diplobacilles en voie de multiplication. 

Nous avions pensé (1949 b) avoir observé la libération de bac- 
tériophages sans lyse. Mais aprés avoir reconnu les deux types 
de lyse — lente et rapide — et avoir analysé les causes d’erreur 
susceptibles d’intervenir au cours des expériences en micro- 
gouttes, nous avons tenté de réaliser des expériences dans 
lesquelles un trés petit nombre de bactéries soit présent a la fois 
dans une microgoutte. Chaque fois que cela a été possible, nous 
avons opéré de telle fagon qu’un seul diplobacille soit présent 
dans une goutte. C’est seulement dans ces conditions que |’on peut 
étre assuré de ne pas laisser échapper la lyse bactérienne. 

Nous avons également essayé de nous placer dans des condi- 
tions ott un seul diplobacille ou une seule bactérie se lysait dans 
I goutte. On peut ainsi prélever la totalité de la microgoutte, 
éviter d’avoir a mesurer les dimensions de la micropipette et a 
calculer son volume et de réduire ainsi au minimum les causes 
d’erreur intervenant dans les déterminations quantitatives. Lors- 
qu’une partie seulement d’une goutte devait étre prélevée, nous 
avons pris soin d’effectuer des brassages répétés (v. techni- 
ques). On verra par la suite qu’aucune libération de bactério- 
phages en l’absence de lyse bactérienne n’a été observée, 


DEUXIEME SERIE D' EXPERIENCES. — a) Un filament de 14 bacté- 
ries est lavé et transporté dans une microgoulte d’eau peptonée 
au temps h. A h + 20 m, il y a 18 bactéries. Un diplobacille 
se détache qui est transféré dans une microgoutte. Ses deux 
articles se lyseront a h + 40 m, a quarante secondes d’inter- 
valle. 

A h + 68 m, 8 bactéries de la goutte originelle sont transfé- 
rées dans des microgouttes ott elles se lyseront sans laisser de 
trace en moins de dix minutes. I] reste dans la goultle originelle 
8 bactéries. Sept d’entre elles se lysent sous nos yeux entre 
h + 67 et h + 71. La bactérie résiduelle est éliminée. La totalité 


728 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


du liquide est prélevée. Les plages de lyse de la boite de Petri 
élaient subconfluentes, impossibles & compter. L’aspect était 
celui d’une boite avec 2.000 plages environ. 

b) Un filament de 3 bactéries est lavé et transporte dans 
une goutte A. Au temps h + 45, il y a 4 bactéries. Un prélévement 
effectué & ce moment sera négatif : pas de bactériophages. 
A h + 60 m, il y a 6 bactéries, 4 seulement 4h + 72. Ces 4 bac- 
téries résiduelles sont transférées avec un minimum de liquide 
dans I goutte B. La totalité de la goutte A est prélevée : 
138 phages, correspondant a la lyse de 2 bactéries. Dans la 
goutte B, 2 bactéries sur 4 sont lysées entre h +°72 et h + 79. 
Les 2 bactéries résiduelles sont transférées avec un minimum de 
liquide dans une goutte C. La totalité de la goutte B est prélevée, 
ott 2 bactéries se sont lysées : 88 bactériophages. Les deux der- 
nieres bactéries séjournent 28 m dans la goutte C. Elles sont 
alors transférées dans la goulte D. Le prélévement intégral de C 
ne révéle pas de bactériophages. Dans la goutle D, les 2 bacté- 
ries disparaissent 4 m aprés leur transfert : prélévement inté- 
eral : 162 bactériophages. 

On notera que dans la goutte C ott 2 bactéries ont séjourné 
jusqu’aé la quatriéme minute précédant la lyse, il n’y a pas eu 
de libération de phages. 

c) Un diplobacille lavé est transporlé dans une goutte A. Des 
prélévements effectués a4 h + 85 et h + 70 minutes seront néga- 
tifs. Ah + 120m, il y a4 bactéries. A la cent quarantiéme minute, 
on assiste & la lyse, a dix secondes d’intervalle, des deux articles 
d’un diplobacille. Les deux autres bactéries sont transférées res- 
pectivement dans les goultes B et C. Prélévement intégral de A : 
27 bactériophages. La bactérie de la goutte B a disparu apres 
12 m : 9 bactériophages. Apres 17 m de séjour dans la goutte ©, 
la bactérie restante est transférée en D, d’ott aprés un nouveau 
séjour de dix-sept minutes, elle sera transférée dans une goutte E. 
La totalité des goultes C et D est prélevée : pas de bactériophages. 
Dans la goutte E, la bactérie a disparu apres 3 m : 15 bactério- 
phages. Durant les trente-quatre minutes qui ont précédé la lyse, 
il n'y a done pas eu libération de bactériophages par la bactérie 
ayant lbéré des bactériophages dans la goutte E. 

d) Un diplobacille est lavé et mis en observation dans une 
microgoutte. Ah + 3m, il y a8 bactéries, Ah + 48 m : 7 bacté- 
ries. A la soixante-cinquiéme minute, chacune des bactéries s’est 
divisée deux fois. Il y a 8 bactéries restées unies en un filament. 
A h + 83, lune des bactéries s’est lysée. On assiste alors en six 
minutes & la lyse de 8 autres. Les 4 bactéries disparues étaient 
issues de la méme bactérie mére. 

La totalité du liquide est prélevée : 579 bactériophages. Les 
4 bactéries résiduelles avaient été préalablement transférées dans 


Se 
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une autre goulte : aprés 22 m, il y avait 10 bactéries dont le sort 
na pas été suivi. 

Des lyses ont été observées dans de nombreuses autres expé- 
riences dont nous jugeons inutile de donner le détail. Le nombre 
de phages libérés par la lyse d’une seule bactérie ressort des 
données suivantes ott les chiffres en italique représentent le 
nombre de bactéries lysées, et les chiffres qui suivent, en carac- 
teres normaux, le nombre de bactériophages libérés : 2 : 188, 
Bee Oe, 227 as Oe 1 2 ISP? 80) 4 7 452) 5) 235, T2158: 
2: 108, 1 : 178, 4 : 579, 6 : 600, 4 : 166; ceci correspond a une 
moyenne de 72 phages par bactérie lysée. Le chiffre le plus bas 
a été 9, le chiffre le plus élevé 178. I] convient de noter que dans 
les conditions de nos observations, objectif et oculaire d’un gros- 
sissement propre respectif 40 et 12,5, la cloison qui sépare deux 
bactéries filles n’est pas visible 4 un moment ow elle est cepen- 
dant fonctionnelle. 

Il nous est arrivé, en effet, souvent, d’observer la lyse d'une 
bactérie en apparence unique. La moilié de cette bactérie, en 
fait un diplobacille, disparaissant sous nos yeux, laissait per- 
sister, pour peu de temps d’ailleurs, une bactérie courte, limitée 
par une surface circulaire et comme tronquée. La lyse par le 
bactériophage révéle donc l’existence de la cloison, alors que 
celle-ci n’est pas encore visible dans les conditions de nos obser- 
vations, I] est exceptionnel chez le B. megatherium d’ observer 
des bactéries uniques indépendantes. Cependant, la séparation 
des deux articles d’un diplobacille a fréquemment été observée 
avant la lyse par le bactériophage. Nous considérons donc que 
certains des chiffres que nous avons donnés correspondent réelle- 


ment 4 la production de phages par une seule bactérie. Il reste 


possible que d’autres valeurs rapportées a4 une bactérie corres- 
pondent en réalité 4 un diplobacille. 

Une remarque importante s’impose dés maintenant. Nous 
avons vu se produire sous nos yeux une centaine de lyses par 
le bactériophage. Nous avons ainsi observé la lyse de 16, 8, 4 ou 
2 bactéries contigués. Jamais nous n’avons observé la lyse por- 
tant sur un seul article d’un diplobacille. Cette question sera 
discutée dans le paragraphe VII.. 


Discussion. — J. Bordet et Renaux (1928), F.- Burnet et 
M. McKie (1929 b) et E. Wollman (1936) ont admis que le bacté- 
riophage était sécrété par les bactéries lysogénes sans que celles- 
ci soient détruites. Le probléme du mode de libération du bacté- 
riophage par les bactéries lysogénes a été discuté aussi par 
J. Northrop (1939) qui, ayant constaté l’apparition de bactério- 
phages au cours de la croissance de cultures lysogénes, a conclu 
que le bactériophage « était produit durant la croissance des hac- 
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téries et non durant leur lyse ». M. Delbriick et E. Luria (1942) 
se fondant sur des observations de E. Cordts — qui a notre 
connaissance n’ont pas été publiées — ont admis que les bacté- 
ries lysogenes peuvent produire des bactériophages sans que la 
lyse intervienne. 

Notons que dans les expériences de J. Northrop, la valeur du 

rapport bactériophages/bactéries était d’environ 2. Si, dans 
Vintervalle de deux divisions, 3 bacléries sur 100 se lysent en 
libérant chacune 72 bactériophages, la valeur du rapport bacté- 
riophages/bactéries. sera de 216/97, c’est-d-dire tres voisin de 2. 
La lyse de 8 p. 100 des bactéries dans l’intervalle de deux divisions 
suffit done a rendre compte du nombre relalif des bactériophages 
et des bactéries observé par Northrop. Cette lyse ne se traduirait 
que par une diminution de 3 p. 100 du taux de croissance « théo- 
rique ». Or, il est difficile de mesurer un taux de croissance avec 
une précision supérieure 45 p. 100. A moins qu’une proportion 
trés élevée de bactéries ne se lyse, l'étude des courbes de crois- 
sance ne peut done fournir de données valables sur le mode de 
libération des bactériophages. Tout ce que l’on peut dire, c’est 
que ceux-ci, dans les expériences de Northrop, sont libérés au 
cours de Ja croissance d’une population de bactéries. Mais aucune 
donnée ne permet d’affirmer qu’il n’y a pas eu lyse d’un certain 
pourcentage de bactéries. 
’ Nos expériences apportent la preuve que le bactériophage pro- 
duit par B. megatherium lysogéne est libéré par lyse bactérienne. 
Jusqu’a la troisiéme minute qui précéde la lyse, aucun bactério- 
phage n’est libéré. Une remarque s’impose ici. Il y a fort long- 
temps que les bactériologistes ont observé la lyse partielle des 
colonies de bactéries lysogénes. La plupart ont admis que cette 
lyse était due au bactériophage. Mais nous savons aue des bac- 
téries lysogénes peuvent se lyser sans nécessairement produire 
de bactériophages. C’est ainsi que des cultures de B. mega- 
therium 899 en milieu peptoné privées d’oxygéne se lysent inté- 
gralement. Cette lyse commence dés l’instauration de V’anaéro- 
biose. Elle ne libere pas de bactériophages. Du fait que des colo- 
mies d’une bactérie lysogéne se lysent particllement ou totalement, 
on ne peut conclure que celle lyse corresponde a la production de 
bactériophages. A fortiori, ne peut-on conclure que le bacté- 
riophage est libéré par la lyse des bactéries. 

Du fait que dans nos expériences la libération de bactério- 
phages ne s’est produite que par lyse bactérienne, a-t-on le droit 
d’exclure Vhypothése d’une séerétion de bactériophages par des 
bactéries viables? 

Chez Escherichia coli sensible infecté par le bactériophage T,, 
le noyau disparait entre la cinquiéme et la dixiéme minute apres 
infection (Luria et Palmer, 1945-1946). Si la désintégration du 
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noyau accompagne obligatoirement la production de bactério- 
phages, il est évident qu’aucune bactérie ne peut survivre a cette 
production. Mais on peut concevoir une production de bactério- 
phages sans destruction d’un organite bactérien essentiel. Il reste 
a se représenter la sortie des bactériophages. On sait que les 
bactéries lysogénes adsorbent les bactériophages. On serait done 
obligé d’admettre une variation des propriétés bactériennes, cer- 
taines bactéries étant capables d’adsorber des bactériophages a 
certains stades et de les laisser sortir 4 d’autres. On pourrait 
aussi concevoir que le bactériophage est libéré lorsque tous les 
éléments susceptibles de le fixer sont « saturés ». Une libération 
de bactériophages en l’absence de lyse bactérienne est donc théo- 
riquement possible. Mais nous n’en connaissons, a lheure 
actuelle, aucun exemple (1). Et dans le seul cas ot le mode de 
libération des bactériophages par une souche lysogéne a été 
éludié avec des techniques offrant des garanties suffisantes, ce 
mode de libération est la lyse bactérienne. 


VII. — Les FAcTEURS DE LA PRODUCTION DU BACTERIOPHAGE. 


Le lecteur n’aura pas été sans remarquer que dans certaines de 
nos expériences toutes les bactéries mises dans une guttule crois- 
saient et se multipliaient, alors que dans d’autres, tous les descen- 
dants d’une bactérie se lysaient. Nous avons pensé, au début, qu’un 
changement brusque de milieu était responsable du déclenche- 
ment de la production de bactériophages. Pour expliquer le fait 
qu’un certain pourcentage seulement de bactéries se_ lysait, 
Vhypothése fut envisagée d’aprés laquelle le changement n’indui- 
sait la lyse que sil avait lieu a certains stades du cycle de la 
bactérie, par exemple durant Ja division nucléaire. Mais nous 
observions par la suite des différences considérables entre les 
diverses. séries d’expériences. Certain jour, par exemple, on a mis 
en ceuvre dans III gouttes 18 bactéries ; celles-ci se sont divisées. 


(1) W. H. Price a constaté une libération massive de bactériophages 
par des cultures de Staphylococcus musce de densité optique constante. 
Le rapport bactériophages/bactéries passe, en trente minutes environ, 
de 0,2 A 26. Un phénoméne du méme ordre a été observé dans les 
cultures de Bacillus megatherium, par A. Lwoff, L. Siminovitch et 
N. Kjeldgaard (observations inédites), qui interprétent le phénoméne 
de la facon suivante : la densité optique des cultures reste bien 
constante ou augmente trés légérement, mais les bactéries se lysent au 
cours des dilutions qui précédent 1|’étalement sur les boites de Petri. 
Le phénoméne sera décrit et discuté en détail dans un mémoire qui 
paraitra prochainement dans ce périodique. Nous considérons donc que 
les expériences de Price n’apportent nullement la preuve d’une libé- 
ration de bactériophages en l’absence de lyse bactérienne. 
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Les 152 bactéries issues des divisions ont été lysozymées : pas de 
bactériophages. I] n’y avait done pas eu production de bactério- 
phage. Un autre jour, on a mis en cuvre 38 bactéries réparties 
en V gouttes. La descendance de 3 groupes n’a pas montré de 
lyse. La descendance de 2 groupes s’est lysée partiellement, la 
descendance des 2 autres totalement. 


Nombre; tnitiaie.: wen arse onl 6 4 8 4 8 4 4 
Nombre maxitiunn <select al 4\ 29 43 34 8 10 
Nombre de bactéries lysées . . . . 0 0 0 42 44 8 40 
Proportion de bactéries lysées. . . 0/17 0/44 0/29 12/13 14/34 8/8 410/10 


Les résultats ci-dessous correspondent a l'étude de 104 groupes 
de bactéries. 


Nombre de gouttes . SOS! base her io ho rea enchants 104 
Nombre initial desbactérios... =.5.8< men renee 295 
Nombre final. Wher ole lacy kibet we sh 947 
Nombre de gouttes ou la lyse a 6té observée. .... . 3 
Nombre de bactéries lysées. . 2... 5... .2-52. 42-8 
Totalhdes bacteries Tys6eS 3x.) a tee tones bene ete 14 


Le nombre de bactéries mises en ceuvre élait relativement res- 
treint. Mais on peut cependant constater que dans certaines 
expériences la proportion de bactéries productrices de phages 
était inférieure a 0,5 p. 100, alors que dans d'autres elle repré- 
sentait le quart ou méme le tiers des bactéries mises en ceuvre. 


Discussion. — L’hypothése mutation. — Le fait que la produe- 
lion de bactériophages est Papanage d’une certaine proportion 
seulement de bactéries pose tout naturellement le probléme de 
la nature des facteurs qui induisent une bactérie lysogéne a pro- 
duire des bactériophages. 

Lorsque du mutilat sensible est mis en présence de bactério- 
phages, on observe la lyse d’un certain nombre de germes et la 
croissance de colonies résistantes lysogénes., L’analyse  statis- 
tique du phénomeéne tel qu’il a été effectué par M. Delbriick et 
S. E, Luria (1942) pour FE. coli n’a pas été faite et il est impos- 
sible d’affirmer que les bactéries résistantes correspondent a des 
mutants spontanés. Cela est possible et méme vraisemblable. Et 
l'on peut envisager Vhypothése que cette mutation  sensi- 
bilité —» résistance soit réversible. La mutation résistance —> 
sensibilité chez une bactérie lysogéne eréerait un ensemble de 
conditions permettant une « activation » du bactériophage poten- 
tiel et la lyse de la bactérie. On concoit ainsi qu’une mutation 
puisse intervenir d’une facon ou d’une autre dans le déterminisme 
de la production du bactériophage par certaines bactéries lyso- 
genes. 


Le taux de mutation est généralement indépendant des condi- 
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tions de milieu et nous avons vu que le pourcentage des bactéries 
qui se lysent varie de 0,5 a 30 p. 100. Mais cela n’exclut pas 
forcément |’hypothése mutation. Il est en effet loisible de conce- 
Voir que cette variabilité est le résultat du jeu simultané d’un 
taux de mutation élevé et de la sélection. 

A VPappui de cette hypothése, nous pouvons invoquer le carac- 
tére clonal de la lyse. Rappelons que jamais nous n’avons observé 
la lyse d’un seul article d’un diplobacille et que nous avons vu 
parfois la lyse de toutes les bactéries d’un méme filament. Ceci 
peut étre interprété de la facon suivante. Seuls se lyseraient les 
descendants de certains mutants. I] se produirait entre la muta- 
tion et la lyse 1 a 4 divisions. Cette hypothése n’est pas incom- 
patible avec Vhypothése induction. On congoit en effet que la 
mutation puisse ne portee que sur un facteur génotypique et que 
celui-ci ne s’exprime par la production de bactériophages que 
dans certaines conditions de milieu. C’est l'étude qui sera évoquée 
dans un instant de la cinétique de la production de bactériophages 
qui permet d’exclure l’hypothése de ]’intervention d’une mutation. 

L’hypothése induction. — Le comportement de B. megatherium 
dans les microgouttes nous avait donné l’impression que la pro- 
duction de bactériophages devait dépendre en partie de l’histoire 
antérieure des bactéries et Vhypothése était envisagée qu’un 
facteur inducteur intervenait au cours du développement de la 
culture mére. 

La technique euttulaire, malgré de longues et laborieuses expé- 
riences, n’a pas ‘apporté la solution 4 ce probléme qui a été repris 
avec des cultures ordinaires. Des expériences (A. Lwoff, L. Simi- 
novitch, N. Kjeldgaard) ont montré qu ‘il était possible de réaliser 
des conditions induisant la lyse de 20 a 30 p. 100 des hactéries 
d'une culture et que cette lyse était accompagnée de la libération 
de bactériophages. Ces expériences seront décrites dans un 
mémoire séparé. Nous nous contenterons ici de discuter des 
conclusions qu’elles comportent, 4 savoir que la production de 
bactériophages est induite par des facteurs externes. 

L’hypothése de Burnet et McKie. — F. Burnet et M. McKie 
(1929 b) ont admis que toutes les bactéries d’une souche lysogéne 
contiennent dans leur constitution héréditaire une unité poten- 
tiellement capable de libérer du bactériophage ; que ce bactério- 
phage pouvait étre libéré durant le processus de la croissance 
normale ; qu’une activation de ]’ébauche héréditaire devait avoir 
heu spontanément pour qu’il y ait libération de bactériophages, 
que les données ne permettent pas de déterminer s’il y a ou non 
activation intracellulaire ; que les conditions sont probablement 
analogues a celles qui interviennent dans les réactions mono- 
moléculaires ou les désintégrations radioactives. Sans doute cer- 
taines de ces conceptions n’ont-elles pas résisté a l’épreuve du 


\ 
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temps. Mais le probléme était remarquablement pose. Kt Uhypo- 
these de « l’activation » aurait mérité mieux qu'une complete 
indifférence. 

Tout se passe comme si le bactériophage possédait un pouvoir 
d’attraction marqué. I] inhibe, en effet, la croissance bactérienne, 
détourne & son profit les métabolites nécessaires a l'adaptation 
enzymatique (J. Monod et E, Wollman, 1947) et a la croissance 
d'un bactériophage différent (M. Delbriick et S. E. Luria, 1942 ; 
A. D. Hershey et R. Rotman, 1948). H. J. Muller (1947), diseu- 
tant le probléme de la reproduction des génes, a conclu que seuls 
des phénoménes d’attraction s’exergant a des distances tres supeé- 
rieures aux distances atomiques rendent compte de la duplication. 
Peut-ctre ce pouvoir d’attraction des bactériophages est-il du 
méme type. 

Admettons que dans une bactérie lysogéne, le probactériophage, 
sous quelque forme qu'il se trouve, soit en concurrence avec un 
certain nombre d’autres particules. Dans les bactéries lysogénes 
potentielles, cet équilibre est stable. Mais si, pour une raison ou 
pour une autre, l’équilibre est perturbé, soit aque le pouvoir 
(attraction des particules baclériennes diminue, soit qu’aug- 
mente le pouvoir d’altraction du probactériophage, celui-ci se 
développera et donnera des bactériophages-virus. D’une facon 
plus coneréte et plus simple, on peut envisager que « l’enzyme- 
clef » nécessaire a la synthése du bactériophage, dont M. Del- 
briick et S. KE. Luria (1942) ont postulé l’existence pour expliquer 
le phénoméne dinterférence, devienne disponible, par exemple 
parce que le substrat normal de cet enzyme cesse d’étre synthé- 
tisé. Remarquons en passant que ce défaut de synthése pourrait 
aussi bien étre la conséquence d’une mutation que d’un change- 
ment des conditions de milieu. C’est l'association ou la combi- 
naison de cet enzyme-clef avec le probactériophage qui déclen- 
cherait le processus de multiplication. 

Nous sommes maintenant en mesure de discuter la théorie de 
« l’activation » de Burnet et McKie. L’activation pourrait étre la 
conséquence d’une mutation. Mais comme chez B. megatherium 
cette activation est induile par des conditions de milieu, le plus 
simple est d’envisager, au moins dans le cas de la bactérie que 
nous avons étudiée, l’activation comme résultant de la suppres- 
sion d'une compétition entre le probactériophage et une sub- 
stance ou particule qu’il conviendra de définir. Ceci n’est bien 
entendu qu'une hypothése de travail, 

Cependant, d’aprés les observations inédites de A. Lwoff, 
Louis Siminovitech et N. Kjeldgaard, la durée de la phase latente 
du ¢ de B. megatherium agissant sur la souche sensible dans les 
conditions des expériences est de 45 m. Or, dans les expériences 
des anteurs cités, il s’écoule 45 m. entre le moment de V’inflexion 
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des courbes de la croissance bactérienne et le début de la PECEMES 
tion massive dez qui dure 20 a 30 m. « Tout se passe 
ils — comme si un facteur, ou un ensemble de facteurs dans 
lesquels nous savons que l’aération du milieu joue, directement 
ou indirectement, un role important, déterminait des conditions 
déclenchant la production des g. La chute brusque du taux de 
croissance est manifestement en relation avec le développement 
des g mais on ne saurait dire si elle en est l’effet, ou partielle- 
ment la cause, ou bien l’un et Vautre. » A. Lwoff, L. Simi- 
novitch et N. Kjeldgaard ont envisagé que les facteurs inducteurs 
agiraient en modifiant la vitesse relative de multiplication de la 
bactérie et du « probactériophage ». L’équilibre serait modifié de 
fagon irréversible lorsque le nombre des probactériophages attein- 
drait une valeur critique. Il suffit d’admettre que la lyse ne se 
produit qu’aprés quelques divisions pour expliquer son carac- 
tere clonal. Le probléme de la nature des facteurs inducteurs et 
du mécanisme de leur action sera discuté dans un mémoire ulté- 
rieur qui paraitra dans ces Annales. 


VIII. — D&FriIniITION DES BACTERIES LYSOGENES. 


La libération des bactériophages par la souche lysogéne 899 
de B. megatherium se produisant par lyse bactérienne, il y a 
incompalibilité, d’une part, entre production de bactériophages, 
d’autre part, entre survie et, a fortiori, perpétuation d’un individu 
bactérien. Dans une souche « lysogéne », il y a des bactéries 
qui se multiplient et d’autres bactéries qui produisent et libérent 
des bactériophages. 

Une culture lysogéne, produisant des bactériophages, peut étre 
repiquée indéfiniment, mais seulement A condition qu’elle ren- 
ferme des bactéries non productrices de bactériophages. Au 
contraire, une bactérie produisant des bactériophages est une 
bactérie condamnée a mort. I] convient donc de bien faire le 
départ entre une culture lysogene et une bactérie lysogéne ; chez 
celle-ci, la production de bactériophages ne peut élre qu’une 
faculté potentielle. C’est pourquoi nous avons proposé la défi- 
nition suivante : « Une bactérie lysogéne est une bactérie chez 
laquelle la capacité de former des bactériophages se perpétue 
sans l’intervention de bactériophages exogénes ». 

Chez les bactéries lysogénes, le bactériophage se perpétue sous 
forme de probactériophage et non sous forme de bactériophage- 
virus. On ne peut done comparer une bactérie lysogéne a un 
porteur sain de germes. 

Ce qui fait la particularité des bactéries lysogénes, c’est 
qu’elles perpétuent un caractére létal potentiel. L’expression de 
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ce caractére, qui peut étre induit par des facteurs exogenes, 
entraine la mort de la bactérie. ty 

Aussi bien chez une bactérie sensible que chez une bactérie 
résistante, la pénétration du bactériophage est suivie de la dispa- 
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: Fic. 2. — Diagramme montrant l’évolution du bactériophage 
et du probactériophage chez des Bacillus megatherium sensibles et lysogénes. 


rition du caractére infectieux. Chez lune comme chez l'autre 
forme, le corpuscule infecticux ne sera régénéré que peu avant 
la lyse bactérienne. Chez Vune comme chez l'autre enfin, la 
multiplication du bactériophage entraine la lyse de la bactérie. 
Mais chez une bactérie sensible, la pénétration du bactériophaye 
et sa transformation en une ébauche non infectieuse sont immé- 
diatement suivies d’un important processus de multiplication qui 
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entraine la mort de la bactérie. Au contraire, aprés la pénétration 
du bactériophage dans une bactérie résistante, destinée a devenir 
lysogéne, le probactériophage se comporte comme une unité 
cellulaire normale non pathogéne qui ne prendra un développe- 
ment pathologique que sous |’effet d’une « activation ». Ce déve- 
loppement dans une bactérie d’une particule devenant éventuel- 
lement « maligne » rappelle par certains cotés la multiplication 
des cellules néoplasiques dans un organisme cancéreux. 

L’on pourrait étre tenté d’écrire, peut-étre méme |’avons-nous 
fait, que les bactéries lysogéenes potentielles vivent « en équi- 
libre » avec leur bactériophage. Mais, en fait, elles vivent en 
équilibre avec un probactériophage. Il y a incompatibilité entre 
Ja structure « bactériophage-virus » et la survie de la bactérie. 

Il est vrai que les bactéries lysogénes sont résistantes au bacté- 
riophage que produisent leurs sceurs. Mais pas plus qu’une bac- 
térie sensible, une bactérie lysogéne ne résiste a la multiplication 
des bactériophages. C’est done la multiplication des bactério- 
phages qui constitue le fait pathologique. 


OI 


IX. — R&sumME ET CONCLUSIONS. 


1° Des Bacillus megatherium lavés et isolés en microgouttes 
ont été mis en ceuvre pour tenter de résoudre quelques-uns des 
problémes posés par les bactéries lysogénes. 

2° B. megatherium peut se multiplier sans libérer de bactério- 
phage : la production du bactériophage n’accompagne donc pas 
obligatoirement la croissance et la division des bactéries. 

3° La capacité de produire des bactériophages s’est maintenue 
au cours de 19 divisions en l’absence de tout bactériophage 
libre : la faculté de produire des bactériophages se perpétue donc 
par voie endomicrobienne. 

4° Une lyse rapide des bactéries lysogénes a été observée au 
microscope. Cette lyse est suivie, et jamais précédée, de la libé- 
ration de bactériophages. B. megatherium libére donc les bacté- 
riophages par lyse. 

5° La proportion des bactéries qui liberent des bactériophages 
varie dans des proportions considérables : moins de 0,5 p. 100 a 
30 p. 100. Tout se passe comme si la production des bactério- 
phages était induite par des facteurs externes. 

6° Les bactéries lysogénes sont définies comme des bactéries 
chez lesquelles la capacité de produire des bactériophages se 
perpétue sans l’intervention de bactériophages exogénes. 

7° La théorie de l’activation d’une ébauche intracellulaire du 
bactériophage (F. Burnet et M. McKie) est discutée, développée 
et amendée. 
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ACTION DE LA CHALEUR SUR LA TOXINE 
ET LA PROTOXINE EPSILONN DE Cl. PERFRINGENS D 


Par Mavis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE 


(Institut. Pasteur.) 


En étudiant V’action de la chaleur sur Vexoltoxine complexe 
que différentes souches de Cl. perfringens A élaborent dans le 
bouillon Vf glucosé [4], nous avons constaté les faits suivants 

1° La toxine perfringens A fraichement centrifugée perd sa 
nocivilé en cinq minutes a 70°; aprés ce chauffage, elle ne 
contient plus de quantités appréciables d’antigénes a et 6. 

2° Une toxine dont les propriétés caractéristiques ont été sup- 
primées par un bref chauffage a 70° redevient généralement nocive 
au cours d’un chauffage ultérieur & 100°. Dans la toxine inactivée 
i 70° puis portée pendant cing minutes a 100°, Vantigéne a est 
facilement décelable. Le phénoméne de la thermogénése de 
l’anligéne « observé dans ces conditions n’est pas encore expliqué. 

3° La toxine perfringens A préparée depuis un certain temps 
ou filirée sur bougie contient encore l’antigéne @ apres cing 
minutes de chauffage a 70°. Le vieillissement ou la filtration font 
done perdre a la toxine perfringens la particularité d’étre rapi- 
dement détoxifiée & la température de 70°. 

4° La toxine perfringens A précipitée par le sulfate d’ammonium 
devient atoxique, dans certaines conditions, en cing minutes a 70°. 
Nous avons signalé récemment que cette observation s’applique 
’ la toxine que on obtient en ajoutant du sulfate neutre d’ammo- 
nium a des cullures perfringens centrifugées, riches en anti- 
genes a el 6{2), La toxine précipitée est desséchée a poids cons- 
tant puis dissoute dans différents liquides ; les solutions toxiques 
sont litrées, chaulfées et relitrées. Les dosages indiquent que la 
toxine perfringens A en solution dans de l'eau physiologique ordi- 
naire, dans de l’eau physiologique additionnée soit de phosphates, 
soit de 1 p. 1.000 de peptone Chapoleaut ou de 5 p. 100 de glu- 
cose, perd toute nocivilé en cing minutes a 70°. Mais si la toxine 
est en solution dans de leau physiologique additionnée d’une 
forte dose de peptone (0,5 p. 100 ou 5 p. 100), elle est encore nocive 
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aprés cing minutes de chauffage & 70° (1) ; sa nocivilé ne disparait 
qu’au bout de quatre a huit heures a 70°. Les fortes doses de 
peptone entravent donc nettement la détoxification de l’antigéene «. 
maintenu pendant cing minutes a 70°. 

En ce qui concerne l’action de Ja chaleur sur les toxines 
perfringens des types B, © et F fraichement centrifugées, signa- 
lons briévement que la nocivité de l’antigéne B qu’elles contiennent 
est totalement abolie en cing minutes a 70°, mais reparait partiel- 
lement au cours d’un chauffage ultérieur A 100°. Prochainement 
ces résultats feront par ailleurs l’objet d’un exposé détaillé. 

Ici, nous relaterons & présent nos recherches sur les cultures 
perfringens D, centrifugées ou filtrées, étudiées avant de les préci- 
piter par le sulfate d’ammonium. 


* 
> ae § 


Avec la souche R,— C N 1798 de Cl. perfringens D, nous ense- 
mencons une série de flacons de 5 litres contenant du bouillon Vf 
additionné de 1 p. 1.000 de glucose et de 1,5 p. 1.000 de sang 
desséché ; aussit6t aprés, les flacons sont mis dans une étuve 
a 37°. La moitié des cultures est centrifugée vingt-deux heures 
plus tard, l’autre moitié quatre jours aprés l’ensemencement. 

Nous désignons par D,, D., D, et D, quatre de nos cultures 
perfringens centrifugées et par D,f, D.f, D.f et D,f les filtrats 
correspondants. Les centrifugats D, et D, proviennent de 
cultures a4gées de vingt-deux heures et les centrifugats D. et D, 
de cultures de quatre jours. A la dose de 0,5 cm les centri- 
fugats D, et D, sont incapables de tuer les souris de 17 a 20 g. 
injectées dans les veines ; les centrifugats D, et D, contiennent 
de la toxine « ; ils titrent respectivement 10 4 20 et 2 a 5 doses 
mortelles (D. M.) par centimétre cube. I] n’y a done pas de 
toxine ~ dans deux des préparations mentionnées et trés peu 
dans les deux autres. Mais, en ajoulant a ces quatre préparations 
du suc pancréatique kinasé riche en trypsine, nous décelons 
qu’elles contiennent toutes des quantilés importantes de pro- 
toxine ¢ activable par la trypsine. Les préparations D, et D, 


(1) Voici les résultats obtenus avec une toxine dissoute dans de Veau 
physiologique additionnée de 1 p. 1.000, de 5 p. 1.000 ou de 5 p. 100 
de peptone Chapoteaut. Avant tout chauffage, les solutions contiennent, 
par centimetre cube, 65 D.M. de toxine. Aprés cinq minutes de 
chauffage 4 70°, la toxine en solution dans l’eau physiologique peptonée 
& 1 p. 1.000 est détoxifiée ; la toxine en solution dans Y’eau_ physio- 
logique peptonée 4 5 p. 1.000 titre 10 D. M. aprés le chauffage. La solu- 
tion de toxine dans l’eau peptonée a 5 p. 100 contient encore beaucoup 
d’antigéne g aprés cing minutes de chauffage 4 70° : elle titre 40 a 
60 D. M. par centimétre cube. 
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obtenues a partir du méme bouillon sont particulicrement riches 
en protoxine «. En effet, si on met du sue pancréatique kinasé 
dans 2 cm® de chacune d’elles et si on titre les mélanges aprés 
les avoir laissés pendant une heure dans un bain-marie a 36-37°, 
on constale que le liquide D, apres ce traitement peul, a la dose 
de 1/600 de centimetre cube, tuer toutes les souris injectées par 
voie veineuse (a la dose de 1/800 de centimétre cube, il ne pro- 
voque pas la mort des souris) ; & la dose de 1/600 de centimetre 
cube, le liquide D, activé tue la moitié des souris injectées dans 
les mémes conditions. Ces résultats montrent que la souche 
It,- CN 1798 de Cl. perfringens type D élabore rapidement une 
quantité importante de protoxine <«; le centrifugat D, qui 
contient, aprés activation, 600 a4 800 D. M. par centimétre cube 
résulte, en effet, rappelons-le, de la centrifugation d’une culture 
igée de vingt-deux heures seulement. D’aprés les résultats du 
tableau I, le centrifugat D, titre, aprés activation, 400 a 
GOO D. M. par centimetre cube et le centrifugat D, activé 
400 D. M. 


Etant donné que le sue pancréatique kinasé peut — en une 
heure a 36-37° — faire apparaitre des quantités si grandes de 


toxine e dans les liquides dépourvus ou A peu prés dépourvus 
de toxicité, on concoit que lorsque des bacilles perfringens D 
trouvent dans Vintestin d’un animal des conditions favorables a 
leur développement, la protoxine quwils élaborent se transforme 
trés vile en toxine foudroyante puisque les éléments activateurs 
— suc pancréatique et entérokinase — sont présents dans _ le 
duodénum en quantité suffisante. 

Pour transformer en toxine ¢, la protoxine e de nos cultures 
perfringens D fraichement centrifugées ou filtrées, nous avons 
toujours utilisé comme source de trypsine un mélange de suc 
pancréatique de chien et d’entérokinase de chien ou de lapin. 
Une partie des liquides est titrée aprés activation par la trypsine, 
le reste est porté dans des B. M. a 70° ou A 100° et retitré. 

Plus tard, lorsque nous avons voulu rechercher la teneur en 
protoxine des centrifugats et des fillrats conservés a 2° pendant 
un certain temps, nous avons ajouté aux liquides soit du suc 
pancréatique kinasé, soit une bonne trypsine commerciale. 
D’aprés nos titrages, le suc kinasé et celle trypsine commerciale 
produisent des effets comparables lorsqu’on les emploie A des 
doses convenables. 


EXPERIENCES «VEC LE SUC PANCREATIQUE KINASE, 


PROVENANCE DU SUC PANCREATIQUE. — Le suc pancréatique que nous 
avons eu a notre disposition a été récollé en 1925 en faisant, avec toutes 
les précautions d’usage, une fistule pancréatique 4 6 chiens (la sécré- 
lion pancréatique était provoquée par des injections intraveineuses 
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réguliéres de sécrétine). L’ensemble des sucs recueillis stérilement a été 
desséché sous le vide jusqu’’ poids constant, puis le suc desséché a été 
pulvérisé et réparti dans des tubes stériles. Ce suc pancréatique ne 
contient pas de trypsine mais seulement du trypsinogéne. 


PREPARATION DE LA kiNAsE. — Le duodénum et le jéjunum (sur une 
longueur de 50 cm. environ a partir du pylore), prélevés sur un chien 
ou sur un lapin tué par saignée, sont immédiatement lavés par un filet 
d’eau courante. Trés rapidement, l’intestin est incisé longitudinale- 
ment, la muqueuse est asséchée au papier filtre, décollée avec un 
bistouri, hachée aux ciseaux, puis laissée pendant vingt-quatre heures 
dans cing fois son volume d’eau additionnée de 1 p. 100 de chloro- 
forme. Aprés centrifugation, le liquide de macération est acidifié par 
de l’acide acétique, centrifugé & nouveau, neutralisé avec de la 
soude N/10, filtré sur bougie stérile et conservé au frigidaire. 


MopbE D’EMPLOI DU SUC PANCREATIQUE ET DE LA KINASE. — Dans 10 cm? 
d’eau physiologique stérile, nous mettons 400 mg. de suc pancréatique 
desséché ; le mélange est agité & la température du laboratoire, de 
temps a autre, pendant l’aprés-midi, puis laissé toute la nuit dans un 
frigidaire 4 2°, ensuite centrifugé pour éliminer le léger précipité qui 
reste insoluble au bout de ce temps. Nous conservons dans un tube 
stérile le centrifugat qui contient le trypsinogéne en solution. A 1 cm? 
de cette solution centrifugée, nous ajoutons 1 cm? de kinase ; le 
mélange est mis pendant quinze A vingt minutes 4 387° pour obtenir 
la transformation rapide du trypsinogéne en trypsine, puis la solution 
de trypsine ainsi obtenue est ajoutée aux cultures perfringens centri- 
fugées ou filtrées que nous désirons activer. 

Dans beaucoup d’expériences, nous avons employé la solution de 
trypsine et le liquide perfringens dans les proportions suivantes 
0,5 cm® de solution de trypsine (correspondant a 10 mg. de suc 
pancréatique) et 1 cm® de centrifugat ou de filtrat perfringens ; 
le mélange est laissé pendant une heure dans un bain-marie 4 36-37°, 
puis titré en tenant compte, au cours des dosages, que 1,5 cm? de 
liquide contient 1 cm? de centrifugat ou de filtrat perfringens. 


I. — Currures perfringens D FRAICHEMENT PREPARKES. 


Apres avoir ajouté du suc pancréatique kinasé a quatre cultures 
perfringens D centrifugées et aux quatre filtrats correspondants, 
nous déterminons la toxicité d’une partie des liquides ainsi 
traités ; le reste des liquides activés est porté dans les bains- 
marie a 70° ou a 100° en vue d’étudier V’influence de la chaleur 
sur la toxine «. 

Cultures centrifugées. — Nos expériences sont faites avec les 
préparations D,, D,, D,, D,; ainsi que nous l’avons dit, elles 
contiennent 400 a 800 D. M. par centimétre cube aprés activa- 
tion. Ces quatre toxines perdent toute activité au cours d’un 
chauffage de cinq minutes 4 70° (tableau I). Ceci montre que 
la toxine « est rapidement inactivée a 70°. 
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Tasteau I. — Action de la chaleur sur différents centrifugats et 
filtrats de cultures perfringens D fraichement préparés et addi- 
tionnés de suc pancréatique kinasé (10 mg. de suc par centi- 
métre cube de liquide perfringens). 


Le titre est exprimé en doses mortelles par-centimétre cube. 


TITRE DE LA PREPARATION 
activée 


TIRE, DE DA) PREPARATION par du suc pancréatique kinesé, 


APPELLATION puis chauffée pendant : 


de la 


avant activation | aprés activation p : 

par du suc par du suc 5 minutes 5 minutes 
pancréatique pancréatique a 70° a 100° 

kinasé kinasé 


préparation 


600 a 800 
600 


400 
400 & 600 


nop to po 


400 & 600 
400 


300 
400 & 600 


Pe IRS AACS 


bo po bo bo 


Par contre, nos préparations sont nocives apres cinq minutes 
de chauffage a 100° (tableau I) : ces toxines chauffées a 100° 
contiennent Vantigéne  «. 

Les toxines maintenues 4 70° pendant cing minutes puis a 100° 
pendant cinq minutes sont inactives. Donec, aprés un chauffage 
préalable a 70° on ne peut déceler la toxine « dans le liquide 
ensuite porté a 100°. ; 

Cultures filtrées, — Les filtrats D,f, D.f, D,f et D,f sont 
activés par la trypsine, litrés puis chauffés a 70° ou a 100°. 

Apres activation, les filtrats contiennent 300 a 600 D. M. par 
centimétre cube ; leur nocivité est supprimée par un chauffage 
de cing minutes a 70°. Par contre, ils sont nocifs aprés cing 
minutes de chauffage a 100° : ils contiennent de Ja toxine e. 

Les quatre filtrats sont inactifs aprés deux chauffages succes- 
sifs de cing minutes chacun, le premier A 70° et le deuxiéme 
“ 100°. Ici encore, nous n’avons pu, 4 100°, faire apparaitre la 
toxine « dans quatre liquides préalablement portés a 70°, 

En résumé, en traitant par la trypsine des cultures perfringens 
type D, fraichement centrifugées ou filtrées, on obtient des 
toxines de titre élevé; ces toxines deviennent inactives en cing 
minutes a 70°. Les toxines inactivées & 70° ne deviennent pas 
nocives lorsqu’on les chauffe a 100°. 
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If. — Currures perfringens D cenrrirucies ov FILTRIES 
DEPUIS UN CERTAIN TEMPS. 


Aprés avoir centrifugé différentes cultures perfringens de 
type D et filtré une partie des centrifugats, les divers liquides 
sont répartis dans des tubes bouchés au coton puis conservés 2d 
la température de 2°. 

A des dates variables, nous prélevons un peu de ces liquides 
pour effectuer de nombreux essais que nous groupons sous les 
litres suivants 


1° Les centrifugats et les filtrats de culture perfringens D sont 
d’abord activés par la trypsine puis étudiés : 

a) Titre des liquides activés ; 

b) Les liquides activés sont ensuite portés & 70° ou a 100° et titrés. 

c) Les liquides activés par la trypsine, puis chauffés A 70° ou A 100°, 
sont encore additionnés de trypsine et retitrés. 

2° Les centrifugats et les filtrats sont d’abord chauffés a 70° ou & 100°, 
puis additionnés de trypsine. 

Cet essai revient 4 rechercher linfluence du chauffage sur la pro- 
toxine e. 

3° Les centrifugats sont titrés avant et aprés chauffage, en l’absence 
de trypsine. 

Une partie de nos résultats figure dans les tableaux IJ, III et IV. 
Pour les résumer, nous reprendrons Je plan que nous venons de 
donner. 


1° LES CENTRIFUGATS ET LES FILTRATS SONT ACTIVES 
PAR LA TRYPSINE. 


a) TITRE DES LIQUIDES AcTIvEs, — Nos expériences portent sur 
les centrifugats D,, D,, D,, D, et sur les filtrats D,f et D,f 
conservés au frigidaire pendant vingt a soixante-dix jours. 
Leur pH est de 6,8 ou 6,9. Aprés cette conservation plus ou 
moins longue, nous activons les liquides soit avec du suc pan- 
créatique kinasé, soit avec de la trypsine commerciale ou, com- 
parativement, avec ces deux sources de trypsine. En confrontant 
le titre des liquides activés aprés conservation a celui que la 
trypsine leur avait conféré avant la conservation, on se rend 
compte du degré de stabilité de la protoxine « pendant le vieil- 


lissement. 


Dose de trypsine commerciale. — Les travaux de Bosworth et Glover, 
de Turner et Rodwell, de Batty et Glenny ont bien établi que 
la trypsine augmente la toxicité des cultures filtrées de Cl. perfringens 
type D [8]. 

Ainsi que nous l’avons dit, nous n’obtenons plus avec la 
souche R,— C. N. 1798 de Cl. perfringens D de quantités importantes 
de toxine e <, mais seulement de fortes quantités de protoxine ¢ acti- 
vable par le suc pancréatique kinasé [4] et par la trypsine commerciale 
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dont nous disposons & présent. Nous préparons avec cette trypsine du 
commerce des solutions & 2 ou’ 4 p. 100 dans de leau_physio- 
logique, Les solutions sont laissées pendant la nuit au frigidaire, puis 
centrifugées. Pour activer nos différentes préparations de  toxine 
perfringens D, nous les additionnons, par centimétre cube, d'un 
volume exactement mesuré de la solution de trypsine, puis nous les 
placons pendant une heure dans un bain-marie 4 36-37°. Le titrage 
est ensuite fait par le procédé des injections intraveineuses aux souris 
de 17 4 20 g. 


Résuttars. — Si l’on ajoute une dose suffisante de trypsine 4 
quelques centimetres cubes du centrifugat D, fraichement pré- 
paré, on obtient un liquide contenant 600 & 800 D. M. par centi- 
metre cube ; l’addition de trypsine a quelques centimétres cubes 
de centrifugat D, agé de soixante-dix jours permet d’obtenir un 
liquide contenant 600 D. M. par centimetre cube (tableau II). 
Ces résultats montrent que le centrifugat examiné contient, aprés 
soixante-dix jours de conservation & 2°, presque autant de pro- 
toxine « qu’avant la conservation. Pendant ce long vieillisse- 
ment, il ne se forme done aux dépens de la protoxine de ce centri- 
fugat qu’une pelite quantité de toxoide sur lequel la trypsine est 
sans effet. (Nous entendons par toxoide le composé atoxique 
résullant de la dénaturation de la protoxine.) 

Le filtrat D,f Agé de trente jours contient légerement moins 
de protoxine que le filtrat D,f fraichement préparé. Par contre, 
la teneur en protoxine de nos autres préparalions n’a pas varié 
sensiblement en vingt & soixante-dix jours (tableaux I et II). 


b) Les LiguIDES ACTIVES SONT ENSUITE PoRTES A 70° ov a 100°. 
1° Chauffage a 70°. — La nocivité de 6 liquides sur 6 dispa-, 
rail en cing minutes a 70°. Done la toxine « des liquides aclivés 
apres une longue conservation devient atorique, a 70°, en un 
temps trés court, tout comme la toxine « des centrifugats et des 
filtrats activés puis chauffés aussilot aprés leur préparation. 
2° Chauffage a& 100°. — Apres cing minutes de chauffage 
4 100°, nos préparations contiennent une petite quantité de 
toxine e. 


c) Les LIQUIDES ACTIVES PAR LA TRYPSINE PUIS CHAUFFISS A 70° 
ou A 100° sonr A NOUVEAU ADDITIONNS DE TRYPSINE. — Nous 
venons de voir que les centrifugats additionnés de trypsine per- 
dent leur nocivité en cinq minutes a 70°; en ajoutant une nou- 
velle quantité de trypsine a ces liquides devenus atoxiques, 
peut-on engendrer de Ja toxine « mortelle pour la souris ? A cette 
question que nous nous sommes posée, nous répondons par 
affirmative. Toutefois, la quantité de toxine « formée dans ces 
conditions est faible (naturellement nous avons vérifié que la dose 
maxima de trypsine que nous employons dans de telles expe- 
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riences n’est pas nocive pour la souris). Voici l’exposé de nos 
résultats 

Trois centrifugats et deux filtrats sont activés par la trypsine 
(5 ou 10 mg. par centimetre cube) puis inactivés par un chauffage 
de cing minutes A 70°. La moitié de chacun de ces liquides 
chaulfés est filtrée sur bougie L2, l’autre moitié n’est pas filtrée 
mais simplement centrifugée; a tous ces liquides atoxiques 
(filtrés ou non filtrés), nous ajoutons de la trypsine (4 mg. par 
centimétre cube) : dans tous apparait une petite quantité de 
foxine « : 2 a 20 D. M. par centimétre cube (tableau II, 
7° colonne). Deux notions ressortent de ces résultats : 1° les 
liquides détoxifiés par un chauffage a 70° sont légérement acti- 
vables par la trypsine ; 2° la filtration des liquides devenus inac- 
tifs a 70° ne supprime pas la réactivabilité ultérieure de ces 
liquides. ; 

Dans un autre essai, nous avons activé le centrifugat D, par 
deux doses différentes de trypsine, puis nous avons mis les deux 
liquides activés dans un bain-marie a4 100°. En ajoutant de la 
trypsine aux deux liquides chauffés, nous avons appréciablement 
augmenté leur teneur en toxine « (tableau IJ, 9° colonne). 


Tasieau II. — Action de la trypsine puis de la chaleur sur des cultures 
perfringens D centrifugées ou filtrées depuis un certain temps. 
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Pour expliquer lorigine de la petite quantité de toxine « que 
la trypsine fait apparaitre dans les liquides que nous avons préa- 
lablement chauffés & 70° ou a 100°, on peut examiner deux hypo- 
theses qui tiennent compte de la série des manipulations que 
nous faisons successivement au cours de nos essais 

Premiere hypothése : La trypsine qui est ajoutée tout au début 
de l’expérience aux centrifugats et aux filtrats non chautffés 
convertit en toxine < foute la protoxine qu’ils contiennent ; cette 
loxine <« se transforme totalement en foxoide en cing minutes 
i 70° et presque totalement en toxoide en cing minutes a 100° ; 
la trypsine ajoutée aux liquides chauffés & 70° ou a 100° libere 
un peu de toxine « & partir de ce toxoide. 

Deuxiéme hypothése : La trypsine ajoutée au début de Vexpé- 
rience aux centrifugats non chauffés n’aclive pas toute la pro- 
loxine quwils contiennent; la petite quantité de protoxine qui 
reste inaclive dans ces liquides ne disparait pas quand ils sont 
ensuite chauffés pendant cing minutes a 70° ou a 100° ; la tryp- 
sine ajoutée aux liquides chauffés transforme cette protoxine en 
forine ¢. 

Dans le paragraphe suivant, nous verrons que dans certains 
cas Ja protoxine « résiste réellement 4 cing minutes de chauffage 
2 70? ‘ou a, 100": 


2° Les CENTRIFUGATS ET LES FILTRATS 
bES CULTURES DE Cl. perfringens D sonr cHAurris a 70° ou a 100° 
AVANT DE LES ADDITIONNER DE TRYPSINE. 


Aprés une longue conservation, les centrifugats D,, D., D, 
et les filtrats D,f et D,f sont chauffés & 70° et a 100° pendant des 
lemps variables puis additionnés de trypsine et titrés. 

a) Chauffage a 70°. — Les cing liquides que nous venons d’énu- 
mérer sont chauffés pendant cinq minutes 4 70° puis addi- 
tionnés de trypsine (5 mg. par centimétre cube). Ils deviennent 
extrémement nocifs. Ainsi, Jes filtrats D,f et D,f chauffés pen- 
dant cing minutes a 70° puis additionnés de trypsine contiennent 
400 D. M. par centimetre cube (tableau III). Rappelons que ces 
filtrats litraient aussi 400 D. M. lorsqu’ils étaient activés par la 
trypsine avant tout chauffage. Tout se passe done comme si l’acti- 
vabilité de ces fillrats n’était pas altérée par cinq minutes de 
chauffage a 70°. ; 

Nos expériences avec les centrifugats D,, D, et D, montrent 
qu'une grande quantité de protoxine ¢ reste activable aprés cing 
minutes de chauffage & 70° (50 a 66 p. 100). 

Dans certaines conditions, la protowine « n'est done pas détruile 
en cing minules a 70°. Ce résullat est 4 opposer A la grande 
labilité de la toxine « a la température de 70° : nous avons en 
effet vu, dans le paragraphe précédent, que la toxine « des centri- 
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TABLEAU Il. — Thermolabilité de la toxine « de différentes prépa- 
rations agées de toxine perfringens D traitées par la trypsine. 
Thermo-résistance de la protoxine perfringens «. 


Le titre est exprimé en doses mortelles par centimétre cube. 


PREPARATION ACTIVEE PREPARATION NON ACTIVEE 


(toxine <) (protoxine «) chauffée pendant : 
APPELLATION - 
de la préparation eae 5 minutes a 70° 5 minutes 
Titre 5 minutes a 70°%| puis activée aa as 


activée 


puis réactivée par Ja trypsine | par la trypsine 


par la trypsine 


ee 600 8 400 350 
io... 800% 600 40 300 200 


ba ee 400 20 400 400 
Re eae 400 400 200 a 300 


fugats traités par la trypsine devient inaclive en cing minutes a 
70° et qu’une nouvelle addition de trypsine a ces centrifugats 
détoxifiés a 70° ne fait apparaitre qu’une légére toxicité. 

Nous avons constaté ensuite que la protoxine « chauffée pen- 
dant cing minutes a 70° traverse les bougies L, (nous |’avons 
aisément vérifié en déterminant, aprés l’avoir additionné de tryp- 
sine, la toxicité du liquide filtré). 

Nous avons recherché pendant combien de temps il faudrait 
chauffer la protoxine <« a 70° pour lui faire perdre la propriété 
d’étre activable par la trypsine. Nous avons d’abord expérimenté 
avec le centrifugat D,; nous l’avons chauffé, en tubes scellés, 
pendant cing minutes, une heure, deux heures, quatre heures, 
quatorze heures et vingt heures. Nous avons ajouté de la tryp- 
sine 4 chacun des liquides chauffés pow’ apprécier leur teneur 
en protoxine ¢; voici les résultats 


Protoxine restant aprés 5 minutes de chauffage a 70°: 50  p. 100 


a = 1 heure — —: 45 — 
— — _ 4& heures — —: 43 — 
re = Ae = —: 0,6 — 
= ze Oy ee — —: 0 _— 


De nos autres essais, il ressort, qu’aprés quatorze heures de 
chauffage A 70°, le centrifugat D, et les filtrats D,f et D,f sont 
encore activables par la trypsine : il persiste aprés ce long chauf- 
fage, 0,5 a 1 p. 100 de la protoxine initiale. 

b) Chauffage « 100°. — Expérience avec les centrifugats D,, 
D,, D, et avec les filtrats D,f et D,f. Aprés cing minutes de chauf- 
fage a 100°, un des liquides posséde autant de protoxine qu’avant 
le chauffage, les autres en contiennent moins (tableau III). 
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Exemple : Le filtrat D,f titre 400 D. M. par centimetre cube, 
qu’il soit activé avant chauffage a 100° ou aprés cing minutes de 
chauffage a cette température. Le filtrat D.f ttre 400 D. M. 
par centimetre cube lorsqu’il est activé avant chauftage a 100° 
et 200 a. 300 D. M. lorsque Jlactivation est faite apres cing 
minutes de chauffage a 100°. 

Ces résultats montrent que beaucoup de protoxine « résiste a 
cing minutes de chauffage a 100°. Rappelons que la toxine « des 
liquides activés par la trypsine disparait en grande partie au cours 
d'un semblable chauffage. 

Si l'on compare la teneur en protoxine des liquides maintenus 
pendant cing minutes & 100° ou a 70° on constate que dans 4 cas 
sur 5 il y a moins de protoxine aprés chauffage a 100° qu’aprés 
chauffage 4 70°. Dans un cas, il y a autant de protoxine dans le 
liquide placé dans un B.M. en ébullition que dans le liquide 
porté a 70° seulement. 

Nous avons recherché Vinfluence prolongée du  chauffage 
a 100°. Dans le centrifugat D, il reste, aprés une heure de séjour 
dans un B. M. a 100°, 6 p. 100 de la protoxine initiale. Aprés 
deux heures de chauffage a 100°, les centrifugats D,, D, et le 
fillrat Df ne contiennent plus de protoxine activable par la 
lrypsine. 

3° Les CENTRIFUGATS ET LES FILTRATS 
SONT TITRES AVANT ET APRES CHAUFFAGE, EN L’ ABSENCE DE TRYPSINE 


(Tableau IV). 


Le centrifugat D,, aprés soixante-dix jours de conservation a 2°, 
contient un peu de toxine « : il tie 2.45 D. M. par cenlimétre 
cube ; cette nocivilé disparait en cing minutes aux températures 


Tasteau 1V. — Action de la chaleur sur différents centrifugats et 
filtrats de culture perfringens D préparés depuis un certain temps. 


Le titre est exprimé en doses mortelles par centimetre cube. 


TITRE APRES CHAUFFAGE 
APPELLATION AGE ; 
er TITRE pendant : 
le le ; 
ta préparation ee 
préparation (en jours) chauffage 5 minules 5 minutes 
a 70° & 100° 
D, . 70 2a 5 <2 Sin 
Ds 70 5 2a5 = 2 
Ds 65 ait) ere 2 
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of ce i eae 80 h a 10 
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de 70° et 100°. Rappelons que le centrifugat D, n’était pas nocif 
aussitot apres la préparation. Au cours de la conservation, il 
apparait donc spontanément dans ce liquide une petite quantité de 
toxine «. 

Aprés soixante-cing jours de conservation A 2°, le centrifugat 
D, n’est pas nocif pour la souris. Il n’est pas nocif non plus aprés 
cing minutes de chauffage a 70°, mais il le devient légérement 
pendant un chauffage de cing minutes A 100° : il titre alors 
2 D. M. par centimétre cube : il contient aprés ce chauffage des 
traces de toxine «. Au cours de nos recherches sur la toxine 
perfringens A nous avons eu l'occasion de constater aussi que 
deux préparations qui n’étaient plus nocives aprés une longue 
conservation devenaient nocives pendant un chauffage de cing 
minutes a 100° : le chauffage faisait apparaitre un peu d’anti- 
géne a dans ces deux préparations de toxine perfringens A. 

Le centrifugat D, contient par centimétre cube, 10 a 20 D. M. 
aussitot aprés la préparation et 5 D. M. aprés soixante-dix jours 
de conservation a 2°. Ce vieux centrifugat est alors chauffé : il 
titre 2.45 D. M. par centimétre cube aprés cing minutes a 70° et 
2 D. M. aprés cing minutes 4 100° (ces divers liquides contiennent 
de la toxine ¢) ; aprés deux heures 4 70°, le centrifugat n’est plus 
nocif 4 la dose de 0,5 cm*. 

Le centrifugat D, contient 2 4 5 D. M. par centimétre cube, 
qu’il soit fraichement préparé ou conservé depuis soixante-cing 
jours ; ce centrifugat A4gé de soixante-cing jours est chauffé a 70° 
ou 100° pendant cing minutes : les deux ligquides chauffés 
contiennent de la toxine ¢; ils titrent encore 2 45 D.M. par 
centimétre cube. Rappelons que le centrifugat D, activé par la 
trypsine puis chauffé a 70° pendant cing minutes n’est pas nocif ; 
la trypsine influence donc légérement les résultats ; 11 semblerait 
que la toxine « fraichement libérée par Ja trypsine a partir de la 
protoxine « est plus labile que la toxine « engendrée intégra- 
lement par les bacilles perfringens D (2). Aprés deux heures a 
70°, le centrifugat D, chauffé en l’absence de trypsine n'est pas 
nocif. 

Les filtrats D,f et D,f ne sont pas nocifs non plus aprés deux 
heures de chauffage 4 70°. Mais ils le sont aprés cing minutes de 
chauffage A 70 ou a 100° : ils contiennent encore de la toxine « 
i la suite de ce bref chauffage de cing minutes. 


RESUME. 


1° Les centrifugats et les filtrats perfringens D traités par la 
trypsine ne contiennent plus de toxine « aprés cing minutes de 


(2) Il serait intéressant d’étudier l’action de la chaleur sur des toxines 
perfringens riches en toxine « avant toute addition de trypsine. 
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chauffage & 70°, par contre, ils en contiennent apres cing minutes 
de chauffage a 100° ; ces toxines D inactivées a 70° ne deviennent 
pas nocives lorsqu’on les chauffe ensuite pendant cing minutes 
en OO Rs 

2° Différents centrifugats ou filtrals perfringens D possedent 
apres vingt a soixante-dix jours de conservation 4 2° autant de 
protoxine qu’aussitot aprés la préparation, 

3° Dans des centrifugats et fillrats perfringens D additionnés 
de trypsine puis inactivés par un court chauffage 4 70° on ne peut 
faire apparaitre qu’une petite quantité de toxine ¢« en les addi- 
tionnant & nouveau de trypsine. Cette toxine « résulte vraisem- 
blablement de l’action de la trypsine sur un peu de protoxine ‘« 
qui a résisté au chaulfage a 70°. 

4° Cinq minutes de chauffage & 70° ne diminuent pas la teneur 
en protoxine de certains filtrats perfringens D. Cette thermosta- 
bilité de la protoxine ¢ a la température de 70° est & opposer a 
la grande labilité de la toxine < des fillrats traités par la trypsine 
el portés a 70°. 

Aprés quatorze heures de chaulfage a 70° les filtrats perfrin- 
gens D contiennent encore un peu de protoxine ¢ activable par la 
trypsine. 

5° Les centrifugats et les fillrats perfringens D chauffés pen- 
dant cing minutes & 100° contiennent parfois autant mais géné- 
ralement moins de protoxine « qu’avant le chauffage. Aprés deux 
heures de chauffage 4 100°, ils ne possédent plus de protoxine 
activable par la trypsine. 

6° Certaines toxines perfringens D préparées depuis quelque 
temps contiennent encore de la toxine « lorsqu’elles sont chauffées 
pendant quelques minutes a 70° avant de les additionner de 
lrypsine. 
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RECHERCHES BIOCHIMIQUES 
SUR LE MODE D’ACTION DE LA POLYMYXINE 


par Coterre LATTERRADE et Micsrt MACHEBOEUF 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Chimie biologique.) 


Les recherches sur le mode d’action de la streptomycine ont mis 
en évidence : 

1° Une perturbation par Vantibiotique du métabolisme des mono- 
nucléotides bactériens [4]. 

2° La formation de complexes insolubles entre la streptomycine 
et acide ribonucléique [2, 3, 4]. 

3° L’iagglutination des bactéries qui ne possédent pas d’anti- 
géne O (5). Cette agglutination, qui n’a heu qu’en Vabsence 
d’électrolytes, semble dériver de la combinaison de la strepto- 
mycine par ses groupements guanidiques avec les ribonucléo 
protéines bactériennes. 

4° La formation de complexes insolubles avec certains phospho- 
lipides {6}. 

Les polymyxines sont chacune une combinaison d’un_ poly- 
peptide basique avec acide d-6-méthyloctane-oique [8]. C’est la 
polymyxine B que nous avons étudiée ; elle contient parmi ses 
amino-acides : l’acide diamino o-y-butyrique, la thréonine, la 
leucine et la phénylalanine. Nous l’avons utilisée a état de 
sulfate. La polymyxine se comporte comme une substance a 
caractére basique. Nous avons done pensé qu’elle pouvait, elle 
aussi, former des combinaisons avec des substances macro- 
moléculaires a pH iso-électrique bas comme les acides nucléiques 
et les nucléoprotéines et peut-élre, par conséquent, posséder la 
propriété d’agglutiner certaines bactéries. 


J. — ForMATION DE COMPLEXES INSOLUBLES 
ENTRE L’ ACIDE RIBONUCLEIOUE ET LA POLYMYXINE. 


Dans une série de tubes, on place 2 mg. de ribonucléate de 
sodium en solution dans 1 ml. d’eau distillée (pH ajusté a 7,5 
environ) ; on ajoute a chacun des tubes une quantité différente 
de polymyxine en solution dans un volume constant de 1 ml. 


Les tubes contenant moins de 1 mg. de polymyxine restent 
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limpides, mais tous ceux qui en contiennent davantage se troublent 
immédiatement. L’intensité du trouble croit jusqu’a 3 mg. de 
polymyxine, puis décroit légerement pour les fortes doses. Nous 
avons étudié le phénoméne par néphélométrie au moyen dun 
appareil de Meunier avec écran orangé, La courbe ci-contre fut 
tracée en prenant pour abscisses les quantités de polymyxine en 
milligrammes et pour ordonnées les chiffres lus sur le tambour de 
Vappareil. 

En somme, la polymyxine s’unit 4 l’acide ribonucléique pour 
former un complexe insoluble dans l'eau non chargée d’électro- 
lytes et les proportions optimales sont de l’ordre de 2 mg. de 
polymyxine pour 2 mg. d’acide ribonucléique. Le complexe se 
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dissout légérement dans un excés de polymyxine, mais, méme lors- 
que la quantité d’antibiotique est sept fois plus grande que pour 
optimum, la dissolution du complexe n’est que trés faible, Par 
contre, le complexe passe en solution en présence d’un exces 
acide ribonucléique, comme le montre la courbe n° 2, dans 
laquelle les abscisses représentent des milligrammes de ribo- 
nucléate de sodium pour une quantité constante de 1 mg. de poly- 
myxine. Les ordonnées représentent les lectures néphélométriques. 

Le pH est un facteur important du phénoméne, ainsi que le 
montre la courbe n° 8. Dans cette expérience, nous nous sommes 
limités & pH 3, car, pour un pH plus bas, lacide nucléique lui- 
méme précipite en absence de polymyxine. 

La courbe présente un optimum trés net entre pH 6 et pIt 7, 
et la précipitation est nulle au dela de pH 9. 

Notons que la courbe n° 3 ne présente pas strictement les 
variauions en fonction du pI seulement, car pour faire varier je 
pli, nous avons été conduits a introduire de la soude ou de 
acide sulfurique, et nous n’avons pas maintenu constante la 
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force ionique. Ce que nous observons est done la résultante de 
action du pH et de l’action de la force ionique. En effet, les 
sels, méme sans modifier le pH, suffisent & dissoudre les com- 
plexes polymyxine-acide ribonucléique. Mais c’est l’action du pul 
qui prédomine, car nous avons vérifié que l’addition d’électrolytes 
a force ionique égale a celle présente dans les mélanges les plus 


fo) 
O 


Divisions du photometre 


alcalins ou les plus acides de l’expérience ci-dessus sont insuf- 
fisantes pour dissoudre les précipités lorsque le pH ne varie pas. 
C’est ainsi qu’a pH 7 environ, il faut ajouter 12,5 mg. de ClNa 
par millilitre pour dissoudre le précipité formé dans les propor- 
tions optimales. La force ionique est alors 0,2 environ, tandis 
que lors de lalcalinisation par la soude a pH 9, par exemple, 
la force ionique était trés inférieure (0,005 environ, y compris Ic 
SO,Na, provenant de la neutralisation du sulfate de polymyxine). 

En somme, la polymyxine se comporte, de ce point de vue, 
comme la streptomycine : elle forme, avec l’acide ribonucléique, 
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des complexes insolubles en milieu neutre et le précipité disparait 
si l’on ajoute des électrolytes. 

On sait que la streptomycine ne forme pas de complexe inso- 
luble avec les mononucléotides. Nous avons constaté que la poly- 
myxine, au contraire, en forme parfaitement. En effet, nous 
avons préparé par hydrolyse [9] un mélange de mononucléotides 
a partir d’acide ribonucléique. Le mélange fut dissous 4 la concen- 
tration de 2 mg. par millilitre et le pH fut ajusté a 7,5. L’addition” 
3} 1 ml. de cette solution, de 2 mg. de polymyxine en solution 
dans 1 ml. d’eau distillée provoqua la formation d’un abondant 
précipité qui a disparu lorsque nous avons ajouté du chlorure de 
sodium. Ici, nous trouvons donc une premiére différence marquée 
entre les comportements de la polymyxine et de la streptomycine. 
Il est fort possible que l’action précipitante de la polymyxine 
sur les mononucléotides intervienne dans son pouvoir antibiotique. 

Puisque la polymyxine précipite les acides nucléiques comme 
le fait la streptomycine, on pouvait prévoir qu’elle devait, elle 
aussi, agglutiner les bactéries non porteuses d’antigéne O. Nous 
avons étudié ce probléme. 


II]. — AGGLUTINATION DES BACTERIES PAR LA POLYMYXINE. 


1° Forme Roucu pe « StapHyLococcus ALBus ». — Des staphy- 
locoques R, récoltés aprés vingt-quatre heures de culture sur 
bouillon gélosé ordinaire, sont lavés, puis mis en suspension 
concentrée dans de l’eau distillée. On mélange 0,5 ml. de cette 
suspension avec 1 ml. d’une solution de sulfate de polymyxine B 
i 5 mg. par millilitre, puis on compléte 45 ml. avec de |’eau 
distillée. On réalise des témoins sans antibiolique, puis on place 
les tubes dans une étuve a 37° C. Au bout de deux heures, on 
constate une agglutination trés nette avec formation de gros 
grumeaux dans les tubes contenant la polymyxine, tandis que les 
témoins sont toujours des suspensions homogénes. 

A titre de comparaison, nous avons effectué des témoins avec 
une dose égale de bacitracyne, antibiotique neutre qui ne préci- 
pite pas les acides ribonucléiques. Les suspensions resterent 
homogenes. 

L’agglutination par la polymyxine est plus intense encore que 
par la streptomycine a la méme dose, Les gros grumeaux formés 
ne sont pas dissociables par agitation, tandis que les fins gru- 
meaux produits par la streptomycine donnent facilement une 
suspension homogéne temporaire lorsque l’on agite. Comme dans 
le cas de la streptomycine, l’addition de sels neutres suffit a faire 
disparaitre Vagglutination. 

2° Formes SMooTH POSSEDANT UN ANTIGENE O. — On sait que 
Ja streptomycine agglutine les formes R des salmonelles, mais 
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ragglutine pas leurs formes S qui possedent un antigéne O [5]. 
Nous avons constaté qu’il en est de méme pour la polymyxine. 
Une souche S de Escherichia coli résista a l’agglutination, méme 
apres quarante-huit heures, en présence de sulfate de poly- 
myxine 25 p. 100, tandis qu’une souche R de méme espéce était 
agglutinée déja trés nettement aprés dix minutes et complétement 
en moins de deux heures. 

Les faits sont, en somme, comparables A ceux observés par la 
streptomycine et notons que |’agglutination des formes R par la 
polymyxine est méme plus rapide que par la streptomycine. 


III. — Formation DE PRECIPITES PAR LA POLYMYXINE 
AVEC DIVERSES SUBSTANCES A POINT ISO-ELECTRIQUE BAS. 


On sait que la streptomycine forme des précipités avec cer- 
tains phospho-aminolipides et avec diverses substances a carac- 
tere acide, telles que l’héparine et les acides gras [6]. Nous avons 
constaté que la polymyxine en fait autant et nous avons étendu 
l’étude au cas des acides biliaires conjugués qui, eux aussi, méme 
en milieu neutre, précipitent avec la polymyxine. 


ReésuME. 


La polymyxine, antibiotique a caractére basique net, forme, 
comme la streptomycine, des combinaisons insolubles dans l’eau 
en l’absence d’électrolytes, avec les acides ribonucléiques, avec 
certains phosphoaminolipides, avec l’héparine et avec les acides 
biliaires (substances a caractére acide). Les sels neutres, méme 
a concentration assez faible, empéchent la formation des précipités. 
Mais la polymyxine, contrairement 4 la streptomycine, forme en 
outre des précipités avec les mononucléotides. La combinaison de 
la polymyxine avec les nucléoprotéines et les phospholipides, lais- 
sait prévoir que cet antibiotique devait, comme la streptomycine, 
agelutiner les bactéries non porteuses d’antigéne O, 4 condition 
que le milieu soit pauvre en électrolytes. Nous avons vérifié le 
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ACTION /W V/TRO DE LA PENICILLINE, 
DE LA STREPTOMYCINE, DE L’AUREOMYCINE 
ET DE LA CHLOROMYCETINE SUR LES VIRUS 
DU GROUPE LYMPHOGRANULOMATOSE-PSITTACOSE 


par Georces BARSKI et Jacgurs MAURIN (°*). 


(Institut Pasteur. Service des Virus. D? P. Lipine.) 


L’action de certains antibiotiques sur les virus du_ groupe 
psittacose-lymphogranulomatose est bien établie. 

Dés l'année 1948 ont été publiées des observations sur l’effi- 
cacité de Ja pénicilline dans le traitement de la maladie de Nicolas- 
Favre chez l’animal [7, 8, 44]. Heilman et Herrell [4], en 1944, 
et Rosebury [12], en 1947, rapportent 4 leur tour des résultats 
positifs obtenus avec la pénicilline dans la psittacose expérimen- 
tale ou clinique. 

Deux nouveaux antibiotiques : l’auréomycine et la chloromy- 
cétine ont suscilé un intérét d’autant plus grand qu’ils possédent 
la qualité indiscutable d’agir in vivo sur les infragermes : 
rickettsies et certains virus [415, 16, 2, 10, 13, 14, 3]. 

On connait assez bien les modalités d’action des antibiotiques 
sur les bactéries. On peut se demander si leur action sur les 
virus du groupe lymphogranulomatose-psittacose est du méme 
ordre. 

On sait que les antibiotiques agissent en premier leu sur les 
bactéries en voie de multiplication. D’autre part, il semble ¢étre 
établi — Linz [9] l’a montré pour la streptomycine — que les anti- 
biotiques peuvent se fixer sur les germes in vitro et poursuivre 
leur action une fois fixés. La question 4 laquelle nous nous 
proposons de répondre dans ce travail est la suivante : quel sera 
le comportement d’une suspension de virus de la lymphogranulo- 
matose vénérienne ou de la psittacose mise en présence de péni- 
cilline, de streptomycine, d’auréomycine ou de chloromycétine 
a des concentrations de l’ordre de 10 4 100 pg. par centimétre 
cube, c’est-a-dire A des taux efficaces in vivo ? Y a-t-il dans ces 
conditions une action directe des antibiotiques sur les virus et 
comment se manifeste-t-elle ? 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 mars 1950. 
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PARTIE EXPERIMENTALE. 


Nous utilisons dans nos expériences la souche Rake du virus 
lymphogranulomateux et la souche P4 de psittacose, toutes deux 
entretenues depuis plusieurs années par passage dans le sac 
vitellin de V’ceuf de poule en incubation. Elles sont virulentes 
pour la souris, par voie intracérébrale, a Ja dilution de 10~ ou 
10—* et engendrent habituellement une méningo-encéphalite mor- 
telle. 

Pour chaque virus, le matériel est préparé a partir d’un broyat 
de 3 sacs vitellins mis en suspension dans l’eau physiologique. 
Nous confirmons la présence des corps élémentaires par des 
frottis colorés suivant la méthode de Macchiavello. Les solutions 
dantibiotiques sont mélangées A parties égales avec la suspension 
virulente. Le témoin est dilué avec de l'eau physiologique. 

Les antibiotiques suivants ont été utilisés : pénicilline G cristal- 
lisée ; streptomycine sous forme de sulfate ; auréomycine (Duo- 
mycine, lot 7-8411) de Lederle ; chloromycétine (lot X 3143) de 
Parke-Davis. 

La durée d’action des antibiotiques sur les suspensions viru- 
lentes est de deux heures et demie a trois heures a la température 
du laboratoire et de vingt-quatre heures 4 37° C dans la derniére 
expérience avec la chloromycétine seule et le virus de la maladie 
de Nicolas-Favre. 

Des souris de 15 4 16 g. sont inoculées par voie intracérébrale 
parallélement avec les suspensions de virus incubées avec les anti- 
biotiques et les suspensions témoins. Les inoculations se font 
avec le matériel virulent a trois dilutions successives (10-7, 10-*, 
10—*). Toutes les souris mortes, ainsi que les souris survivantes 
sacrifices le onziéme jour aprés l’inoculation, sont autopsiées el 
leurs cerveaux soumis 4 l’examen histologique. 


~ R&SULTATS. 


Dans une premiére expérience, nous soumettons a l’incubation, 
avec chacun des 4 antibiotiques, une suspension de virus de la 
Iymphogranulomatose vénérienne et une autre de la psittacose, 
diluées 4 1/100 et centrifugées pendant dix minutes A 3.000 tours 
par minute, 

Ces suspensions tuent les souris témoins a la dilution de 10—*, 

Chaque antibiotique est employé dans deux séries paralléles 
i des concentrations finales de 10 ye. par centimetre cube et de 


100 wg. par centimetre cube. La durée de leur contact avec les 


virus est de deux heures quarante-cinq. 


Nos observations portant sur les souris inoculées sont Jes 
suivantes : 
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1° Toutes les souris inoculées avec les suspensions sans anti- 
biotiques aux dilutions de 10-7, 10—-* et 10-* meurent avant le 
huitiéme jour, généralement le sixiéme ou le septi¢me. Nous 
trouvons chez elles des lésions typiques de méningo-encéphalite, 
caractéristiques des deux virus étudiés : méningite, trés prononcée 
a la base du cerveau, infiltration massive des plexus avec dila- 
tation ventriculaire importante, infiltration du parenchyme céré- 
bral, dégénérescence marquée des cellules nerveuses, surtout dans 
la zone de la corne d’Ammon. 

2° Les souris inoculées avec les suspensions mises en présence 
des antibiotiques meurent généralement dans les mémes délais 
et dans les mémes proportions que les souris témoins. Pour la 
pénicilline, la streptomycine et l’auréomycine, nous ne consta- 
tons aucune différence entre la virulence de la suspension a 
Vorigine et aprés incubation avec les antibiotiques. 

Remarquons que le fait méme de rester pendant deux a 
trois heures 4 la température ambiante n’altére pas de maniére 
appréciable le pouvoir pathogéne de la suspension virulente. 

3° Seule, la chloromycétine semble exercer une certaine action 
sur la suspension du virus de la psittacose. En effet, on retrouve, 
parmi les souris inoculées avec une suspension incubée en pré- 
sence de 100 et 10 wg. de chloromycétine, des survivantes au 
neuvieme jour, au moment ow toutes les autres souris sont 
mortes, 


Dans une autre expérience, nous avons essayé de mieux préciser 
le caractére et l’étendue de cette action. 

Nous employons, a cette fin, une suspension moins virulente 
du virus de Ja psittacose, que nous obtenons en centrifugeant le 
broyat de membranes vitellines pendant quinze minutes 4 3.500 tours 
par minute. Cette suspension tue les souris a la dilution de 10—-* 
au bout de sept a huit jours. Mais si on la laisse pendant trois 
heures en présence de chloromycétine, le pouvoir pathogéne de 
cette suspension diminue dix fois environ ; elle continue a conférer 
aux souris une méningo-encéphalite mortelle, mais 4 une dilution 
a 10—* seulement. 

Il est intéressant de constater qu’une atténuation du méme ordre 
de grandeur s’observe pour le virus psittacosique avec les deux 
taux de chloromycétine : 10 et 100 yg. par centimétre cube. 

Une suspension de virus lymphogranulomateux, rendue moins 
virulente par le méme procédé de centrifugation plus prolongée, 
est également soumise a l’action de la chloromycétine. Mais, cette 
fois encore, l’antibiotique n’exerce aucune action sur ce virus 
in vitro. 

Nous avons ensuite mis une suspension de virus lymphogranulo- 
mateux en présence de 50 pg. de chloromycétine par centimetre 
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cube pendant vingt-quatre heures a 37° C. Celle suspension est 
virulente au départ a la dilution de 10—*. Au bout de vingt-quatre 
heures a 37° C sans antibiotique, son titre baisse jusqu’da 10~, 
alors qu’en présence de chloromycétine il descend plus rapide- 
ment, pour atteindre 10-7 et méme 1077. Le virus est néanmoins 
toujours décelable dans ces conditions, malgré son contact pro- 
longé a cetle température avee Vantibiotique a dose relativement 
importante. 

Nous avons montré ailleurs [6] que la chloromycétine conserve 
parfaitement bien son pouvoir antibiotique envers Escherichia 
coli aprés un séjour de vingt-quatre heures a 387° C. 


Discussion ET CONCLUSION. 


Ainsi, & exception d’un faible effet inhibiteur de la chloro- 
mycéline, nous ne constatons aucune action in vilro des quatre 
antibiotiques étudiés sur les virus du groupe lymphogranulomatose- 
psitlacose. Comme ces virus se trouvent in vilro dans un état 
de survie, totalement dépourvus de pouvoir de multiplication, 
eetle observation permet donc de faire un rapprochement entre 
Vaction des antibiotiques sur les virus de ce groupe et les données 
classiques concernant le mode d’action des mémes antibiotiques 
sur les bactéries. 

D’autre part, on peut penser que la fixation in vitro des anti- 
biotiques sur les corps élémentaires de virus est minime ou inexis- 
tante. 

Nos résultats viennent done & Pappui de la these que, si cer- 
tains antibiotiques s’attaquent aux virus du groupe lymphogranulo- 
matose~psiltacose, ces derniers ne peuvent probablement étre 
atteints qu’au moment de leur développement et de leur multi- 
plication, comme c’est le cas pour les bactéries. En revanche, 
ces corps ne montrent aucune action netle sur les virus au stade 
de survie in vilro. 

Ce stade de survie, avec arrét de la multiplication, n’est pas 
limité aux virus en dehors de Vorganisme animal. I doit appa- 
railre également au cours de l’évolution que subissent les virus 
in vivo. Comme l’ont montré Bland et Canti [4] dans leur étude 
du cycle évolutif de la psittacose dans les tissus infectés, ce 
virus passe périodiquement par un stade de non-multiplication 
pendant lequel il quitte la cellule parasitée pour envahir les 
cellules voisines. On peut done supposer que lorsque le virus 
se trouve dans les espaces intercellulaires, il ne peut pas étre 
alteint par l’antibiolique ; le seul terrain sur lequel la pénicilline 
ou lauréomycine puisse Vatteindre et intervenir dans sa mullti- 
plication serait la cellule parasitée elle-méme. 

La chloromycétine semble, A premiére vue, constituer une 


Sree, 
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exceplion. Elle manifeste, au cours de nos expériences, un pouvoir 
vraisemblablement virulicide. Cette action n’est pourtant pas suffi- 
samment marquée pour ¢tre considérée comme spécifique. N’ou- 
blions pas que ce produit est toxique en culture tissulaire [6] 
et in ovo [5] aux concentrations de l’ordre de 10 a 100 pg. par 
centimétre cube. 

Nos observations présentent, par ailleurs, un intérét pratique 
immédiat. Il est devenu courant, pour isoler des virus a partir 
d’un matériel contaminé par les bactéries, d’ajouter a ce matériel 
une certaine quantité d’antibiotiques, la pénicilline en premier lieu. 
Mais comme ce produit n’est pas toujours efficace, il serait utile 
de savoir dans quelle mesure les autres antibiotiques peuvent 
élre utilisés pour assurer la bactériostase dans un matériel viru- 
lent, sans inconvénient pour Vintégrité du virus. 

Il est évident, d’aprés nos observations, que l’incubation de 
deux a trois heures avec 100 pg. par centimétre cube de pénicil- 
line, de streptomycine et d’auréomycine, peut étre considérée 
comme indifférente pour les virus du groupe lymphogranulo- 
matose-psitlacose et probablement pour les autres virus. La chloro- 
mycétine elle-méme peut étre utilisée, dans certaines limites, a 
cette fin. 

Ajoutons enfin que nos résultats s’accordent avec les observations 
faites par Wong et Cox sur |’auréomycine et le virus psittacosique 
in vitro [45]. 

RESUME. 


I. Les trois antibiotiques : pénicilline, streptomycine et auréo- 
mycine, aux concentrations de 10 et 100 yg. par centimétre cube, 
mis en contact pendant deux heures et demie A trois heures 
a la température normale avec des suspensions de virus de la 
psittacose et de la maladie de Nicolas-Favre, n’exercent aucune 
influence sur le pouvoir pathogéne de ces virus inoculés par vole 
intracérébrale a la souris. 

2. Dans les mémes conditions, la chloromycétine se comporte 
de la méme facéon envers le virus de la maladie de Nicolas-Favre, 
mais atténue légérement le pouvoir pathogéne du virus psitta- 
cosique. 

3. L’atténuation a 37° C du pouvoir pathogéne du virus de 
Nicolas-Favre est accélérée par la présence de 50 pg. par centi- 
métre cube de chloromycétine ; néanmoins, au bout de vingt-quatre 
heures, le virus est encore actif. 
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L'IDENTIFICATION DES STAPHYLOCOQUES 
PAR LES BACTERIOPHAGES 


Il. ESSAI DE CLASSIFICATION DES STAPHYLOCOQUES 
PAR LA METHODE DES PHAGES. 


par R. WAHL et P. LAPEYRE-MENSIGNAC (*). 


(Institut Pasteur.) 


Dans un mémoire précédent [8] nous avons décrit la technique 
(dérivée de celle de Wilson et Atkinson), que nous employons 
pour le typage des staphylocoques. On y trouvera notamment 
les détails concernant l’isolement et la conservation des souches, 
la préparation et l’utilisation des lysats, ainsi que la notation des 
résultats. Nous y avons montré également comment les phages 
permettent de déterminer aux dilutions critiques une parenté, et 
sous forme de lysats purs, une identité entre des souches de sta- 
phylocoques. 

Nous nous proposons ici d’aller plus loin et d’essayer d’utiliser 
les phages comme méthode de classification. 

Burnet et Lush [2], avec 4 phages, avaient fait une premiére 
tentative en ce sens ; Wilson et Atkinson [44], utilisant 18 phages 
aux dilutions critiques, ont abouti a 21 types de staphylocoques, 
dont 11 caractérisés par un seul phage, avec 27 p. 100 de souches 
inclassables. Le grand nombre de ces types, leur fréquence trés 
inégale (elle varie de 18,7 4 0,4 p. 100 et beaucoup n’ont été ren- 
contrés qu’une fois), ainsi que Ja quantité de souches inclassables 
par cette méthode (27 p. 100) sont des inconvénients que nous 
avons essayé d’éviter. 

Notre travail est basé sur 397 typages, effectués sur 193 sou- 
ches, dont 109 ont été typées plusieurs fois : 83 souches l’ont 
été deux fois; 17 souches trois fois; 6 souches quatre fois et 
3 souches cing fois. 

Toutes ces souches étaient pures et récemment isolées de l’or- 
ganisme, Les repiquages étaient réduits au minimum, pour éviter 
les mutations. 

Parmi ces souches, 78 p. 100 provenaient de lésions humaines 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1950. 
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diverses : staphylococcies cutanées surtout, abcées du sein, enté- 
rites de nourrissons. Quelques-unes proviennent de deux petites 
¢pidémies de Maternités. 16 p. 100 des souches provenaient des 
fosses nasales de sujets porteurs de staphylococcies cutanées réci- 
divantes (elles ont été étudiées dans le précédent mémoire). 
6 p. 100 provenaient de lésions animales. Au point de vue de la 
pigmentation, on comptait 


Staphylocoques dorés, ea sp + se + = BO pe 200 
Pigmentations diverses raleincvine meer tates ri wr he ERIN eo. 
Non: pigrnentées,. js, Qi sama te 4 la eee Slee one ei ee 


153 souches ont été examinées par Pillet au point de vue de 
la coagulase et des hémolysines (tableau I). 


TaBLeau I, 
ooo nr ———————————e 


NOMBRE ORIGINE COAGULASE HEMOLYSINE HEMOLYSINE 8 
de souches 


isin cos)", ove) oMmeine, + whe wah 
Oia Se seay bce, cdl .OEL CUAL Oe — at Ss, 
doe oie faraee |e cARIMe Le; + + + 


Les renseignements manquent pour les 40 autres souches qui 
sont dorigine humaine, 


* 
x * 


Nous avons ajouté un nouveau phage, que nous désignons par 
le numéro 68, aux 21 de Wilson et Atkinson utilisés dans notre 
précédent travail. 

Ce phage 68 joue un role essentiel dans notre classification a 
cause de sa gamme d’action trés étendue. Nous indiquerons dans 
une prochaine publication comment il a été isolé et quelles sont 
ses particularités, 

Wilson et Atkinson ne liennent compte que des attaques fortes 
(lyse totale) ect attribuent la méme valeur 4 tous les phages. Notre 
classification est basée sur des principes inverses : 

Nous considérons comme significative non seulement la lyse 
totale, mais toute attaque moyenne (allant jusqu’A une cinquan- 
taine ou méme a une vingtaine de plages a la dilution critique), 
et ceci tout particuliérement pour certains phages que nous pro- 
posons d’appeler phages majeurs. Nous attribuons a ces phages 
majeurs une importance particuliére pour la détermination des 
groupes. 

Nous allons justifier successivement ces deux principes 

\° En ce qui concerne la signification des allaques de degrés 
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divers, il est & remarquer qu'un méme phage n’attaque pas tou- 
jours une souche donnée avec la méme_ intensité a différents 
typages. Il peut s’agir de minimes différences, explicables par de 
faibles écarts entre les titres des dilutions critiques de ce phage. 
Mais, bien que les dilutions critiques aient toujours été choisies 
avec le plus grand soin, des différences notables ont été assez 
souvent notées avec la méme souche. 

Par ailleurs, en anticipant sur la suite, nous pouvons dire que 
les souches attaquées par certains phages (les phages majeurs 
précisément) ont des propriétés communes, en_ particulier au 
point de vue sérologique, quelle que soit l’intensité de cette 
attaque. Ceci est particuliérement net pour le phage 3 C. 

On peut done conclure que la nature de J’attaque est un élément 
plus important que son degré. 

2° En ce qui concerne existence de certains phages ayant une 
valeur particuliére pour la détermination des types, nous dirons 
que certains phages dans toutes nos séries ont retenu notre atten- 
tion par les caractéres suivants (qui n’ont de valeur qu’a condi- 
tion de tenir compte des attaques d’intensités diverses) : 

a) Ces phages, utilisés 4 la dilution critique, attaquent un grand 
nombre de souches. 

b) Leur attaque est pratiquement constante au cours des dif- 
férents typages effectués sur une méme souche (ce qui n’est pas 
le cas pour les autres phages). 

c) Ils attaquent en général les souches sensibles assez fortement. 
Les attaques faibles sont rares. 

d) Leur attaque est, dans de nombreux cas, unique, c’est-a- 
dire qu’elle se manifeste 4 ]’exclusion de toute autre. 

Envisageons en détail ces quatre points 

1° Parmi les 21 phages utilisés, les 4 suivants ont des pour- 
centages d’activité nettement plus élevés que les autres : 


Cee Sie ae ee eee te nn en, Sy AOD 
Ce Bo wie ache pe ta Nes erie es aioe RX UY 
A ee te are ee Ae ae a, ee eee Os 


Viennent ensuile 5 autres phages ayant des pourcentages 
d’activité entre 5 et 4 p. 100: 


SAM Aree, ae oa cei he ate Cleans Saale ke SA po LOO 
ATA i Ses 
BO mae ee TAS Nem Mer eligi ese 
NOG imeem ON Ef) meg cr ee erie MT |. 
4h. ie 


Tous les autres ont un pourcentage d’activilé inférieur 4 
3,8 p. 100. 

Parmi les 5 derniers phages que nous venons de nommer, un 
seul, 47 A, par les caractéres de constance d’intensité et d’exclu- 
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sivité de ses attaques, a pu étre ajouté a la liste des 4 premiers, 
portant 4 5 le nombre des phages majeurs. 

2° La stabilité d’action aux typages successifs de ]a méme 
souche est nette pour les 5 phages et seulement pour eux : sur 
56 souches sensibles a 68 et sur 52 souches sensibles a3 C, l’altaque 
n’a jamais fait défaut a différents typages. 

A des typages successifs, sur 9 souches sensibles a 47 A, une 
a présenté des irrégularités (l’altaque n’a été notée que deux fois 
sur 5 typages). Pour chacun des phages 52, 52 A et 47 A, une 
souche en a présenté également. 

On n’observe une telle stabilité pour aucun autre phage. Par 
exemple, parmi les souches typées plusieurs fois, 10 ont été alta- 
quées a certains typages par 51; aucune ne l’a été toutes les 
fois 

Ont été attaquées 1 fois sur 2 
Ont été attaquées 4 fois sur 3 


Ont été attaquées 2 fois sur 4 
Ont été attaquées 4 fois sur 5 


D> Pe 


Nous pourrions donner des résultats absolument superposables 
avec tous les autres phages mineurs. I] en était ainsi, par exemple, 
sur 6 souches typées plusieurs fois, et attaquées irréguli¢rement 
par le phage 6, pour 7 souches attaquées par 42 B, pour 8 sou- 
ches atlaquées par 47 C, etc. 

3° Les phages 68, 3 C, 47 A, 52, 52 A sont, avec un autre 
phage 3B, ceux qui présentent le plus grand pourcentage d’at- 
taques fortes. Mais le phage 3B ne présente pas les trois autres 
caractéres que nous attribuons aux phages majeurs. 

Voici les pourcentages d’attaques fortes pour les différents 
phages 


VG ean eter emo moment ar (Ne sc PN UPR oud scl metic eis albiiaey. AULT 
Gis) os etre ae act ech pA ees bo een ae et ete a 1380 — 
OO ee eke oe Ge Eek) Pinetree s Ve ee CVO ere RAS REN nll | == 
Deans at aie Aa OR Cee OS eee | Serena ce ares ees ye) ele a: 
RTA tortie: ee Mes heen cosh. ie 3A, 6, 29A, 42E, 47C, 31, 7,44, 47B, 
SB ae ye hte isis) Teen sh ep EO) ies 51 moins de: 8 p. 100. 

,o 


4° Seuls les 5 phages majeurs : 68, 52, 52 A, 3 C et 47 A ont 
donné des cas d’attaque exclusive de certaines souches : 33 sou- 
ches étaient attaquées par 68 seul, 12 par 52 A seul, 4 par 3 0 
seul. Par ailleurs, certaines associations de phages majeurs, A 
exclusion de toute atlaque de phages mineurs, ont élé observées 
sur un grand nombre de souches. Ce sont les suivants : 3 C-68 
(14 souches), 68-52-52 A (10 souches), 68-47 A (9 souches). 


PHAGES MINEURS. 


Nous considérons comme phages mineurs ceux qui n’ont atta- 
, x 2 . ? M 
qué chacun qu’un petit nombre de souches, dont les allaques 
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étaient généralement faibles, inconstantes & des typages succes- 
sifs de la méme souche et jamais exclusives. 

En ce qui concerne ces derniers caractéres, une exception a été 
notée : une souche était attaquée fortement a deux typages suc- 
cessifs par les deux phages 29 et 29 A, a l’exclusion de tout autre. 
Ce cas isolé ne permet pas de conclusion. 

I] semble que les attaques de certains phages mineurs se ren- 
contrent de préférence dans des groupes déterminés. Cela pour- 
rait correspondre & une parenté avec les phages majeurs carac- 
téristiques du groupe. 

21 des phages utilisés se rangent dans les deux premiers 
groupes sérologiques déterminés par P. Rountree [7] 4 aide de 
sérums antiphages : dans l’ensemble, pour beaucoup de phages 
mineurs, les attaques sont souvent de pair avec celles des phages 
majeurs du méme groupe sérologique. 

Le tableau II montre l’affinité des phages mineurs de chaque 
groupe sérologique pour les souches de nos groupes A, B, C 
dune part, et D d’autre part (comparer avec le tableau III). 


TABLEAU II. 


NOMBRE DE SOUCHES ATTAQUEES 
dans les groupes de notre classification : 
PHAGES MINEURS 


ABC D 

Groupe sérologique A de P. Rountree. 
3A. 0 7 
3B. 3 44 
51. 2 49 
6. 4 5 
42B 42 3 
42E. . 5 4 
Meilicg os 0 8 
ATA, 2 $i 
47B 3 8 
47C 4 10 

Groupe sérologique B de P. Rountree. 
ONAN eaten recat eel eh oni 10 2 
39A. Be ald worn 8 4 
Al. 9 6 
44, 42 6 
42C 9 5 
22D 5 3 


Le phage majeur 3, caractéristique de notre groupe D de 
staphylocoques, se trouve dans le groupe sérologique A de phages 
de P. Rountree. On voit que les phages mineurs (surtout les trois 
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premiers) du méme groupe sérologique 3 A, 3 B, 51, 47, 47 A, 
47 B et 47 C ont une affinité pour les souches du groupe D. Mais 
42 B et 42 E font exception. 

Les phages majeurs 44, 52 et 52 A, caractéristiques de nos 
groupes B et ©, sont dans le groupe sérologique B. Les phages 
mineurs du méme groupe ont une affinité pour les souches de ces 
eroupes, affinité surtout nette pour le phage 29. 

Le phage 68, caractéristique du groupe A, n’a pas encore élé 
examiné au point de vue sérologique. 

Williams Smith [9], par l'étude des résistances acquises aux 
phages, a proposé une classification des phages qui l’améne, en 
particulier, A grouper ensemble les phages 3 A, 3B, 3C et 51, 
dont nous venons de souligner les affinités communes au sein de 
notre groupe D. 

Quelle qu’en soit l’interprétation exacte, il existe done une cer- 
{aine relation, encore mal définie, entre les parentés des phages 
entre eux, et leurs activités sur les diverses souches. 


CLASSIFICATION DES STAPHYLOCOQUES EN CINQ GROUPES. 


Cette distinclion entre phages majeurs et phages mineurs est 
la base de notre classification, qui comprend 5 groupes caracté- 
risés par l’atlaque d’un ou de plusieurs phages majeurs, et un 
certain nombre de sous-groupes caractérisés en général par la 
présence ou l’absence de lVattaque de phages mineurs. Une excep- 
tion a été faite pour les sous-groupes du groupe D, caractérisé 
par le phage majeur 8 C. En effet, bien que le phage 68 soit 
souvent associé a 38 C, toutes les souches altaquées par ce dernier 
forment un ensemble assez homogéne (en particulier au point de 
vue du caractére sérologique) pour qwil ait paru nécessaire de ne 
pas scinder le groupe D. Aussi le phage 68 n’intervient-il ici, 
comme nous le verrons, que pour caractériser des sous-groupes 
du groupe D. 

Le tableau III montre la répartition des souches typées dans les 
5 groupes. 


Tasisau HI. — Répartition des souches dans les 5 groupes. 
\ eee 
GROUPK PHAGES MAJEURS NOMBRE DE SOUCHES 
p- 100 
Bice, Saye sitet okey es 68 29 
Beith «5. ek OER ee 52A 48 
Gy" Sere rie Ba 68, 52, 52A 5 
Di Cl ea ea ne, Bae 3 C 26 
| Te ee 47A, 68 5 
Souches inattaquées . . . 15,5 
Souches inclassées . ; 


ER 
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LES SOUS-GROUPES. 


Les attaques du ou des phages majeurs caractéristiques de 
chaque groupe peuvent étre ou non associées a des attaques de 
phages mineurs, d’ow |’établissement, dans certains groupes, de 
deux sous-groupes qu’on pourrait appeler respectivement « pur » 
et « complexe ». 

De plus, le groupe D représente, nous l’avons dit, un cas spé- 
cial, car les sous-groupes correspondent ici aux diverses combi- 
naisons d’attaque du phage 3 C, avec le phage 68 d’une part et 
les phages mineurs d’autre part. Envisageons avec quelques 
détails les divers sous-groupes : 

Groupe A. — Phage majeur 68. 

Sous-groupe Ai. — Attaqué par 68, a l’exclusion de tout 
autre phage, 51 p. 100 des souches du groupe, 18 p. 100 du total 
des souches. 

Sous-groupe A2. — 41 p. 100 des souches du groupe A, 
11 p. 100 des souches typées. Outre celle de 68, on enregistre 
les attaques de plusieurs phages mineurs. 

Groupe B. — Phage majeur 52 A. 

Sous-groupe B 1. — Phage 52 A seul. 60 p. 100 des souches du 
groupe, 6 p. 100 des souches typées. 

Sous-groupe B2. — Attaque associée, toujours faible de phages 
mineurs, 40 p. 100 des souches du groupe, 4 p. 100 des souches 
typées. 

Groupe C. — 5 p. 100 des souches typées (phages majeurs 68, 
52, 52 A). 

Dans un seul cas ces phages étaient seuls. Pas de sous-groupes. 
Presque toujours, attaques concomitantes de phages mineurs (29, 
29 A, 31 et 42 B, le plus souvent. 

Groupe D. — Phage 3C. 

Sous-groupe D 1. — Phage 3C seul. Le plus rare. 8 p. 100 des 
souches du groupe D. 2 p. 100 des souches typées. 

Sous-groupe D2. — 23 p. 100 des souches du groupe D, 
6 p. 100 des souches typées. Attaques associées de phages mineurs, 
faibles ; surtout le phage 51. 

Sous-groupe D3. — 27 p. 100 des souches du groupe D, 
7 p. 100 des souches typées. Association exclusive 3 C et 68. 
Prédominance généralement de 3C. 

Sous-groupe D4. — 42 p. 100 des souches du groupe D. 
11 p. 100 des souches typées. Association de 3 C-68 avec des 
phages mineurs (fréquence particuliére du phage 51). Prédomi- 
nance généralement de 3 C. 

Groupe E. — Association exclusive de 68 et 47 A, dont les 
attaques sont équivalentes en intensité. Pas d’attaques de phages 
mineurs jusqu’ici, done pas de sous-groupes. 
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LES SOUCHES INATTAQUEES. 


Elles comprennent 15,5 p. 100 des souches étudiées. Wilson et 
Atkinson trouvent un pourcentage analogue (17 p. 100). 


Lrs SOUCHES INCLASSEES. 


Parmi les 16 souches qui n’ont pu ¢tre intégrées dans notre 
classification, la moitié n’est atlaquée que par des phages mineurs. 
Les 8 autres sont bien attaquées a la fois par des phages majeurs 
et par des phages mineurs, mais l’altaque de certains de ceux-ci 
étant aussi forte ou plus forte que celle des premiers (ce qui est 
exceptionnel), nous n’avons pas cru pouvoir les classer pour le 
moment. 

* 


Cette classification appelle quelques réflexions. Trois groupes 
sont canactérisés par un seul phage majeur. Ils réunissent 
ensemble 65 p. 100 des souches typées. 

Les deux autres groupes, caractérisés par des associations de 
phages majeurs, ne représentent chacun que 5 p. 100 des souches. 

Trois des phages majeurs, 52, 3 C et 47 A, ne se rencontrent 
chacun que dans un seul groupe; les deux autres figurent dans 
plusieurs groupes, soit comme seuls phages majeurs, soit en asso- 
ciation avec d'autres. 

Le phage 68 occupe une place particuli¢re : il est de beau- 
coup le plus fréquent des phages majeurs ; il caractérise trois 
groupes différents et il se rencontre encore souvent dans un qua- 
triéme groupe, caractérisé par le phage 3 .C. Nous avons vu que, 
dans ce dernier cas, il ne paraissait plus avoir qu’une impor- 
tance secondaire. 

Il y aurait peut-¢tre un avantage, si c’élait possible, a rem- 
placer 68 par un phage plus spécialisé, peut-étre dérivé de 
celui-ci par adaptation. 


SOUCHES INATTAQUEES. 


_ Les 30 souches qui ne sont attaquées par aucun phage a la dilu- 
lion critique se répartissent ainsi 

) souches coagulase négative, non hémolytiques. 

7 souches d’origine animale, coagulase positive et produe- 
trices dhémolysine ¢ et @. 

14 souches d’origine humaine, coagulase positive et produe- 
trices d’hémolysine . 

I] faut remarquer qu’elles comprennent toutes les souches ecoa- 
gulase négative qui ont été typées, la moitié des souches patho- 
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génes d’originale animale et seulement 7 p. 100 des souches patho- 
génes d'origine humaine. 

Notons aussi que les typages par les lysats non dilués n’ont 
pas permis de classer ces souches, car chacune était attaquée, 
avec celle méthode, par plusieurs phages et présentait un tableau 
différent de tous les autres. 

I] serait done nécessaire de rechercher de nouveaux phages 
pour les intégrer dans notre classification, et on entrevoit, comme 
résultat probable, une répartition en trois groupes différents, cor- 
respondant aux trois catégories énumérées ci-dessus. 


REPARTITION DES SOUCHES DANS LES DIFFERENTS GROUPES. 


Il est intéressant d’examiner cette répartition suivant ]’origine 
des souches, leurs caractéres bactériologiques et sérologiques. 


1° ORIGINE ET CARACTERES BACTERIOLOGIOUES. — Parmi les 
souches d’origine humaine, coagulase positive (au nombre de 171), 
85 p. 100 sont dans un des cing groupes, les plus nombreuses 
étant dans les groupes A, B et D. 

8 p. 100 sont inclassées. 

7 p. 100 sont inattaquées aux dilutions critiques. 

Les souches d’origine animale, coagulase positive et produc- 
trices d’hémolysine @ étaient peu nombreuses (13 souches). 

La moitié environ était inattaquée a la dilution critique. Les 
autres se répartissaient dans différents groupes: 4 dans le 
groupe A (sous-groupe A 2), une dans le groupe C, une dans le 
groupe D. Il semblait que la proportion de souches inattaquées 
était beaucoup plus grande que pour les souches d’origine 
humaine. Cette impression a été confirmée par des typages falis 
ultérieurement et dont on trouvera le détail dans un mémoire de 
J. Pillet, S. Isbir et P. Mercier [6]. Certaines souches d’origine 
animale, productrices d’hémolysine £, se classeraient donc comme 
les souches d’origine humaine; mais une proportion importante 
d’entre elles (environ la moitié) occuperait une place particu- 
liére. Notons que Williams Smith [40] a trouvé une majorité de 
souches d’origine bovine sensibles au phage 42 D, et quil a 
utilisé avec succés de nouveaux phages pour les souches ovines. 

Les souches coagulase négative, non hémolytiques, peu nom- 
breuses aussi (9 souches), étaient toutes, sans exception, inatta- 
quées par tous les phages utilisés, 4 la dilution critique. Nous 
reviendrons sur ce falt, qui est en accord avec l’importance 
qu’on donne actuellement a la réaction de la coagulase. 

La propriété hémolytique (qu’il s’agisse de ’hémolysine a ou 8) 
ne parait pas liée par elle-méme, a la place des souches, dans 
la classification. Citons le cas de la souche Wood 52, utilisée 
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pour la production de la toxine, qui avait perdu son pouvoir 
hémolytique au cours de certains repiquages, tout en conservant 
les mémes réactions aux phages. 

La pigmentation des staphylocoques est considérée maintenant 
comme un caractére secondaire; et, en effet, si ‘ces souches 
coagulase négative inaltaquées n’étaient pas pigmentées, les 
souches coagulase positive de staphylocoques blancs étaient répar- 
ties aussi bien dans les différents groupes que dans les souches 
inattaquées. 


2° CaractéRes sihrRoLoGiquEs. — Nous avons comparé les résul- 
tats des typages par les phages & ceux des séro-agglutinations 
pour 45 souches. Les examens sérologiques ont été pratiqués 
par Mercier, Pillet et M™° Chabanier. Ils ont utilisé la méthode 
de Cowan avec certaines modifications dont on trouvera les détails 
dans leur récent mémoire [5]. Ces recherches ne sont qu’a leur 
début, et elles feront l'objet d’une publication ultérieure avec 
ces auteurs. Elles ne sont pas encore assez approfondies pour 
permettre des conclusions nettes. Néanmoins, nous Jes donnons 
comme premiére indication et, surtout, comme justification de 
notre classification, et en remerciant nos collégues de nous y 
autoriser. 

Déja, B. Hobbs [4] a fait une comparaison de ce genre. Elle 
a établi, dune part, une statistique de la fréquence des différents 
tableaux de typage par les phages dans les divers groupes séro- 
logiques et, d’autre part, une statistique de la fréquence de 
Vattaque de chacun des phages pour chaque groupe sérologique. 

Ses résultats sont difficiles & interpréter, parce qu’elle attribue 
a tous les phages la méme valeur. La tableau [IV montre que 
notre classification, établie en fonction des phages majeurs, per- 
met des rapprochements plus significatifs. 


Tastesau IV. — Comparaison de notre classification par les phages 
avec les résultats de la séro-agglutination. 


auiacas erinits NOMBRE REPARTITION DANS LES TYPES SER OLOGIQUES 
par la méthode de souches 
des pheges examinées 

I II Ill I-II II-1 I-III 

hae 9 4 0) 0 0) 0 

5. 5 5 0 0) 0 0 () 

G.. 6 % 0 0 1 0) 0) 

eee 16 0 42 0 1 3 0 

E (4) 9 0 4 Hi} 0 0 2 


(1) Pour une des souches du groupe KE, on n’a pas pu déterminer le type sérologique. 
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On voit que le type sérologique I est beaucoup plus fréquent 
dans les trois groupes A, B et €, le type II dans le groupe D, 
le type III dans le groupe E. Les relations les plus nettes sont 
certainement celles du groupe D avec le type Il; car (et ceci 
a encore été confirmé par d’autres examens, qui seront publiés 
ultérieurement) toutes les souches du groupe D étaient des types 
H, I-Il ou II-I, aucune n’était des types I, III ou L-III. Par contre, 
Vinverse n’est pas exact. 

En ce qui concerne les relations des groupes A, B et C avec 
le type I et du groupe E avec le type HI, si les résultats paraissent 
assez significatifs, il y a encore bien des réserves a faire, pour 
plusieurs raisons : le nombre de cas examinés est beaucoup trop 
faible ; les souches des groupes A, B et C, bien distincts: dans 
la classification par les phages, paraissent se rapprocher au point 
de vue antigénique; les cas de séro-agglutination complexes 
(trois derniéres colonnes du tableau) sont actuellement difficiles a 
interpréter ; et, enfin, notre classification par les phages n’est 
qu'une premiére approche et comportera certainement des 
retouches. 

Nous ne voulons retenir, de ce tableau, que l existence de 
relations évidentes, mais devant étre précisées davantage, entre 
nos groupes établis par les phages et les types sérologiques ; 
ce qui apporte une justification importante au principe de notre 
classification. 


Discussion. 


Il est & remarquer que nous comptons beaucoup moins de 
souches inclassées que Wilson et Atkinson (8 p. 100 au leu 
de 21,6 p. 100), parce que nous tenons compte de tous les degrés 
d’attaque des phages majeurs et parce que nous avons adjoint le 
phage 68, 4 gamme d'action trés étendue. Le principe méme de 
notre classification nous montre la voie 4 suivre (recherche de 
nouveaux phages majeurs) pour essayer d’intégrer le reliquat. 

On constate, par ailleurs, que toutes les souches coagulase 
négalive sont inattaquées par nos phages a la dilution critique. 
Or, ceux-ci proviennent de souches lysogénes de staphylocoques 
pathogénes coagulase-positive d’origime humaine. Ceci est un 
argument pour la these de Hines et de Cowan, qui considérent 
les staphylocoques coagulase-négative comme netiement distincts 
de ceux qui donnent cette réaction, et qui réunissent ces derniers 
dans une espéce particuliére, Staph. pyogenes, seule douée du 
pouvoir pathogéne. B. Hobbs [4] avait d’ailleurs montré que la 
réaction de précipitation, suivant la méthode de Lancefield, permet- 
tait de distinguer les souches coagulase-positive des souches 
coagulase-négative. 

La place des staphylocoques pathogénes d’origine animale 
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apparait moins nette. Cependant, la moitié des souches de celle 
origine était inattaquée. Rappelons que Williams Smith a montre 
que les souches animales sont souvent sensibles au phage 42 D. 
De nouvelles recherches sont nécessaires. 

Les relations entre la constitution antigénique et la sensibilité 
aux phages, mises en évidence par Burnet [4] pour les Salmonelles, 
apparaissent aussi neltes pour les Staphylocoques. La notion 
donnée par Burnet des rapports étroits entre les points de fixa- 
tion des phages sur les bactéries et ceux des anticorps parail 
ici susceptible de se préciser : il y aurait deux sortes de points 
de fixation des phages, les uns (ceux des phages majeurs) stables 
et liés & ceux des anticorps, les autres instables et indépendants 
de ces derniers. 

Il semble exister, par ailleurs, certains rapports entre la spéci- 
ficité antigénique des phages et leur spécificité d’action sur les 
hactéries. 

Le parallélisme trés fréquent des groupes établis par la méthode 
des phages et des types sérologiques est une justification de 
nolre méthode. Mais des recherches plus étendues sont nécessaires 
pour en tirer des conclusions précises. Elles feront l’objet 
d’un travail d’ensemble en collaboration avec Mercier et Pillet. 
Il est & présumer que des perfectionnements apportés a chacune 
des deux méthodes pourraient faire disparaitre les divergences 
qui subsistent. Notre classification, en elle-méme, devra certaine- 
ment étre retouchée ; en particulier, comme nous I’avons dit, 
il y aurait leu d’essayer de remplacer le phage 68 par un 
ou plusieurs phages plus spécialisés et donnant des groupes plus 
superposables aux types sérologiques. Inversement, les résultats 
de la méthode des phages pourrait étre le point de départ de 
nouvelles recherches sérologiques, en particulier dans le but 
d’établir des sous-types correspondant A chacun de nos trois 
groupes A, B et C. 

On peut espérer que notre classification permettra d’identifier 
les souches issues d’une méme souche initiale, maleré les modi- 
fications qu’elle a pu subir dans les organismes (au cours d’une 
épidémie, par exemple) ou dans les subcultures en série, grace 
i la constance des attaques des phages majeurs. Sur ce point, 
les recherches doivent étre poursuivies. 

La classification des staphylocoques par les phages, aprés une 
mise au point nécessaire, présentera certains avantages sur les 
classifications sérologiques. . 

En effet, elle permet d’identifier une souche avec une plus grande 
précision, tout en donnant des résultats au moins aussi constants : 
citons exemple d’une souche attaquée a trois typages succes- 
sifs par le phage majeur 3C, alors que les séro-agelutinations 
faites parallélement ont donné certaines variations. Elle permet 
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seule de classer certaines souches spontanément agelutinables. 
lelle la souche Wood 52, utilisée pour la production de la toxine 
qui est du groupe A 2. 


RESUME. 


1° Une classification des staphylocoques par les phages est 
proposée, basée sur deux notions : la nature de l’attaque d’une 
souche doit prendre le pas sur le degré de celui-ci; certains 
phages, dits phages majeurs, se distinguant par la fréquence, 
lintensité, la constance et souvent l’exclusivité de leurs attaques, 
caractérisent les groupes, actuellement au nombre de 5. L’un de 
ces phages majeurs (68) est un phage nouveau & gamme d’action 
tres étendue. 

2° Des sous-groupes sont caractérisés par la présence 9u 
Vabsence d'autres phages, dits « phages mineurs ». 

3° La répartition des souches dans ces groupes selon leur 
origine, leurs caractéres bactériologiques et antigéniques est étu- 
diée. En particulier, des rapports apparaissent entre Ja réaction 
de la coagulase, la séro-agglutination et la sensibilité aux phages 
majeurs. 

4° L’intérét pratique et théorique de cette classification est 
discuteé. 
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PRECISIONS 
SUR LA FLORE STREPTO-ENTEROCOCCIQUE 
EN PARTICULIER 
AU COURS DE L'INFECTION GRIPPALE SAISONNIERE 


par L. DUCHON (°). 


(Laboratoire de Secteur de V Hoépital Trousseau.) 


1° DirrERENCIATION DE CERTAINS STREPTOCOQUES ET ENTEROCOQUES. 


A Voecasion de certaines recherches, sur lesquelles nous revien- 
drons, nous avons été amené, par [utilisation avec certains 
changements, des procédés classiques, a identifier la flore strepto- 
entérococcique communément rencontrée chez Phomme. 

Ces changements consistent en 

1° Emploi de milieux sucrés préparés avec de l’eau peptonée 
riche en peptone (soit bouillon T ot le glucose est remplacé par 
Vhydrate de carbone réactif a 4 p. 100). 

2° Exclusion de tout autre milieu excipient, en particulier 
houillon de viande, souvent préconisé, les hydrates de carbone 
de la viande apportant de fort graves perturbations et risquant de 
fausser les résultats. 

3° Emploi dun pH optimum précis, cela va sans dire, mais 
pour ce faire, il est indispensable que ces milieux soient préparés 
dans de la verrerie neutre. 

4° Utilisation d’un milieu & l’esculine et d’un milieu a l’inu- 
line, particuliérement Je milieu de. Hiss. 

Les identifications figurent au tableau ci-joint. 

2° RELATIONS D’UN STREPTOCOQUE 
AVEC L’'INFECTION GRIPPALE SAISONNIDRE. 


Dés l’époque a laquelle nous avions proposé la vaccinothérapie 
par lyses microbiennes, dans les infections broncho-pulmonaires 
aigués, notre attention ful mise en éveil par l’efficacité de cette 
vaccinothérapie sur l’infection grippale saisonniere. 

En méme temps, au fur et & mesure que nous explorions avec 


(") Soctété Frangaise de Microbiologie, séance du 1% décembre 1949. 
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plus d’insistance Ja flore de ce carrefour infectieux, le rhino- 
pharynx, nous fimes cerlaines remarques. 

Chez les grippés, en pratiquant les prélévements avec préci- 
sion au niveau de l’énanthéne, nous fdmes frappé par [aspect 
sonata et constant des cultures sur gélose-sang : semis, en 
général fort riche, de trés fines colonies transparentes végeétant 
parmi la flore commune variée, mais appauvrie. Ces colonies 
furent identifiées Streptocoque. En vérité, les cultures ressemblent 
a celles qu’on tire d’une gorge de searlatineux, moins lhémolyse. 

Ce streptocoque nous apparut rapidement un peu spécial, et, 
petit & petit, nous parvenions a lui trouver cette physionomie 
tres précise décrite au streptocoque non hémolytique n° 1 de 
exposé précédent. Toutefois, il nous parait nécessaire, en 
raison de la difficulté de sa recherche, de préciser certaines parti- 
cularilés. 

Son milieu de prédilection est la gélose T au sang (pH 7,5). 
Cette gélose T est préparée avec du sang humain défibriné, a 
raison “de XV gouttes de sang pour 10 cm? ‘de milieu, sang ajouté 
i la gélose liquéfiée et refroidie 4 45°. Les ensemencements sont 
pratiqués par la méthode des dilutions. 

Sur ce milieu, les caractéres distinclifs, observés a la loupe, 
sont nets vers la quarante-huitiéme heure ; la colonie, plus ou moins 
volumineuse, son développement étant parfois géné par des 
colonies voisines, est aplatie, & centre proéminent, a bord circu- 
laire, lisse, réfléchissante et parfaitement transparente (excellent 
caractére distinctif). Ultérieurement, la surface se ravine, offrant 
des aspects en rayons de roue ; ce détail n’a pas grand intérét 
pratique, puisque, dés ce stade, la colonie n’est plus repiquable. 
C’est pourquoi il convient de se familiariser avec les caractéres 
précoces de cetle colonie pour parvenir, non sans difficulté, au 
repérage vers la vingt-quatriéme heure si possible. 

Le repiquage est fait en bouillon T additionné d’extrait globu- 
laire. Méme dans ce milieu, la vitalité est faible. Au plus tard vers 
la vingt-quatriéme heure il nous servira aux repiquages parcimo- 
nieux sur milieux d’identification. Toutefois, mis au frigidaire, 
il meurt moins rapidement et, sur gélose-sang, il peut étre conservé 
vivant pendant des mois dans ces conditions spéciales. 

Déja difficile & repérer de par sa ténuité, ce streplocoque est 
d’un dépistage plus laborieux encore par la présence dans le 
rhino-pharynx d’une colonic sosie, le streptocoque non hémoly- 
lique n° 2 de notre classification. 

Morphologiquement, rien ne le distingue du streptocoque n° 1. 
Toutefois, vu l’abondance du streptocoque n° 1 chez les grippés, 
les colonies de streplocoques n° 2 sont relativement raréfiées, II 
suffit done d’étre prévenu pour comprendre la nécessité de 
lexploration de plusieurs colonies. 
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Ce streplocoque n° 1, bien que trés distinct des streptocoques 
hémolytiques, hémolyse quelquefois, mais trés légérement, sans 
donner rien, de loin, d’aussi apparent que ce que donne le 
St. hémolytique et, bien que provoquant encore parfois une trés 
légere altération de l’hémoglobine, celle-ci n’est pas comparable 
a celle que provoque le St. viridans. 

Malgré le virage en quelques heures de l’esculine, ce n’est pas 
un entérocoque, et voici le point capital : jamais chez d’innom- 
brables exemplaires, nous n’avons pu réussir a obtenir le virage 
des tubes de mannite et de dulcite, virage constant avec l’enté- 
rocoque. De plus, extréme fragilité de ce germe qui rend sa mani- 
pulation délicate, par opposition a la longévité de l’entérocoque. 

A noter que le streptocoque n° 1 pourrait étre pris pour un 
pneumocoque, du fait de l’aspect du bouillon T, de sa morpho- 
logie, du fait de l’atteinte du milieu de Hiss, du fait aussi que la 
bile éclaircit parfois plus ou moins fortement la culture sans 
loulefois parvenir & une lyse totale. 

Ce streptocoque n° 1 comprend deux et méme trois variétés 
qui se différencient uniquement par le milieu de Hiss, Ou indiffé- 
rence parfaite, ou virage et coagulation en vingt-quatre heures 
(parfois virage seul, parfois virage et coagulation plus lente en 
cing ou six jours). Il a pour pH optimum de développement 7,5, 
caractére précis dont on devra tenir le plus grand compte dans 
les milieux d’identification. 

Nous n’avons pas tenté Ja classification sérologique dans les 
groupes de Lancefield de ce streptocoque (ni d’ailleurs du strepto- 
coque n° 2), puisque les streptocoques humains de cette classi- 
fication sont hémolytiques. Actuellement, d’ailleurs, nous n’avons 
pas les moyens de pratiquer cette classification. Toutefois, le 
« minute hémolytic streptococcus » de Long et Bliss (groupe F de 
Lancefield), bien qu’inactif vis-a-vis de l’inuline, pourrait peut-étre 
s’identifier parfois avec notre variété hémolytique. 


Activité de la vaccinothérapie polyvalente (lysats de strepto- 
coques, pneumocoques staphylocoques, Pfeiffer, Cohibacilles, 
M. catarrhalis), culture & physionomie constante et particuli¢re 
par la présence d’un streptocoque déterminé, posérent pour nous 
le point d’interrogation du rdle pathogéne de ce germe dans 
Vinfection grippale. 

Des lors, chaque hiver nous fimes des explorations systéma- 
tiques dans tous les milieux en opérant des prélévements sur 
malades et sujets apparemment sains. 

Voici les résultats résumés de nos observations personnelles 

Premiere période. — Chez les grippés : présence constante du 
streplocoque n° 1 virant et coagulant fréquemment le milieu de 
Hiss. Dés les premiéres heures de Ja rhino-pharyngite grippale, 
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culture devenant rapidement tres riche. Les prélévements chez les 
mémes sujets, suivis aprés la grippe, font apparaitre des cultures 
de plus en plus pauvres en streptocoques n° lL. paar 

Chez les sujets non grippés : on ne rencontrail pas, en principe, 
de streptocoque n° 1 mais, avec une érés grande fréquence, les 
rhino-pharynx recélaient du streptocoque n° 2. De-ci, de-la, assez 
rarement on dépiste un porleur de streptocoque n° 1 apparemment 
sain, porteurs qui deviennent plus fréquents dans les milieux 
contaminés. 

Deuxiéme période. — A partir de 1949, ce tableau a change 
avec l’apparition de l’épidémie. Ce qui nous impressionna, ce 
ne fut ni la constance, ni l’abondance des streptocoques n° 1, mais, 
dés le 10 janvier 1949, c’est-d-dire presque au début, ce fut la 
diffusion massive de ce streptocoque chez les sujets parfaitement 
indemnes de signes d’infection. I] nous fut, pendant cette période, 
pratiquement impossible de rencontrer un. rhino-pharynx non 
infeclé, et pratiquement impossible, par contre, d’isoler un strepto- 
coque n° 2. 

Le streptocoque n° 1 identifié au cours de |’épidémie appar- 
tenait presque constamment a la variélé qui ne vire pas et ne 
coagule pas le milieu de Hiss. 

Autre particularité, cet aspect des cultures se prolongea dans 
les mois qui suivirent et encore actuellement (octobre 1949), sa 
fréquence est grande au niveau des rhino-pharynx apparemment 
sains. 

Ce tableau nous parait particulier 4 lVinfection grippale aigué. 
Nous avons évilé toute confusion avec 

a) L’angine rouge caractérisée par la richesse de la culture en 
streptocoques hémolytiques. 

b) La rhino-pharyngite pneumococcique, rare, peu contagieuse, 
d’un diagnostic purement bactériologique. 

Pour troublant que nous apparaisse ce faisceau, méme en y 
comprenant des complications post-grippales telles que endocar- 
dites, méningites... dues A ce méme germe, nous ne pou- 
vons évidemment pas aujourd’hui conclure au role étiologique de 
ce streptocoque n° 1 dans Vinfection grippale. Toutefois, ulté- 
rieurement, certaines précisions biologiques viendront, nous 
l’espérons, étayer cette opinion. 

A noter que nous avons poursuivi nos recherches en éliminant 
systématiquement les malades traités récemment par des antibio- 
tiques, 


3° STREPTOCOQUE SAPROPHYTE ET MENINGITE. 


Le streptocoque non hémolytique n° 2, par sa grande fréquence 
dans le rhino-pharynx de sujets sains, nous a paru d’abord étre 
un saprophyte (son pH optimum de culture est 7,5, par le milieu 
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de Hiss l’on caractérise 2 variétés). Or, il peut a occasion devenir 
pathogéne, puisque nous l’avons rencontré a différentes reprises 
dans le liquide céphalo-rachidien de malades atteints de ménin- 
giles primitives, ce qui implique la possibilité d’une entité, ménin- 
gitique, et, en culture pure, dans un cas d’hématome sous-dural 
infecté. 


En rEsumE. — Chez Phomme, l identification des streptocoques 
faite dans des conditions particuliéres semble nous permettre 
d’individualiser deux races de streptocoques comportant des 
variétés. Ces streptocoques ont la méme morphologie, le méme 
habitat : le rhino-pharynx. L’un se rencontre constamment au 
niveau de l’énanthéme pharyngé des grippés et apparait avec cette 
affection, ce qui nous fait envisager la possibilité de son rdle 
infectieux ; autre, saprophyte, peut, a l’occasion, envahir sponta- 
nément les méninges. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15° ) 


Séance du 6 avril 1950. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine. — J'ai lhonneur de présenter au nom du professeur Leva- 
diti Vouvrage qu’avec ses collaborateurs, A. Vaisman, J. Henry-Eveno 
et J. Veillet, il vient de consacrer aux « Antibioliques d’origine fon- 
gique bactérienne ou yvégélale autres que la pénicilline et la strepto- 
mycine ». 

En effet, si ces derniers antibiotiques sont ceux qui ont recu jusqu’ici 
les plus larges applications cliniques, de nombreux autres antibiotiques 
manifestant des propriétés virulicides bactériostatiques ou microbicides, 
sont doués d’une activité intéressante. 

Certains d’entre eux, comme la chloromycétine (chloramphénicol) 
ou l’auréomycine (biomycine), semblent appelés 4 un avenir trés inté- 
ressant en raison de leur action sur les Eberthella et Salmonella, sur 
les rickettsies, sur les virus mémes de la lymphogranulomatose véné- 
rienne, de la psillacose, de la pneumonie atypique. Aussi l’intérét 
primordial qui s’attache A ces médications moins classiques  parait 
évident. Les auteurs ont estimé qu’il était nécessaire d’exposer les tra- 
vaux concernant ces nouveaux antibiotiques dans une monographie 
permettant & tous ceux qui s’intéressent a la question de se faire une 
opinion sur l’état actuel des recherches ou des applications cliniques. 

Le champ d’action de ces nouveaux antibiotiques semble assez diffé- 
rent de celui des antibiotiques extraits de Penicillium nolatum et de 
Streplomyces griseus pour qu’il vaille la peine de s’intéresser aux tra- 
vaux déji accomplis autant qu’aux applications qu’un proche avenir 
laisse entrevoir et espérer. 

A chacun de ces antibioliques les auteurs ont consacré un chapitre 
i part ot: sont synthétisées les données déja acquises et rapportées leurs 
recherches personnelles. 

Le développement des recherches sur les antibioltiques et leurs appli- 
cations se fait 4 un rythme accéléré. Dans cette compétition pour la 
découverte de médications, on voit souvent le dernier venu surclasser 
un antibiotique dont |’application en est encore & ses débuts. 

Qu’adviendra-t-il d’ici quelques années de la bacitracine, de la circu- 
line, de la subtiline, du lupulon, de la polymycine ou de la nocardine ? 
I} est impossible de le dire 4 Vheure actuelle, mais les résultats déja 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 785 


obtenus sont suffisamment prometteurs pour qu’un livre comme celui 
de C. Levaditi et ses collaborateurs mérite de retenir ’attention aussi 
bien des chercheurs que des cliniciens, qui y trouveront avec un exposé 


clair et complet tous les éléments d’une bonne documentation sur le 
sujet traité. 


LIVRES RECUS 


L F. Hewitt. — Ozidation-Reduction Potentials in Bacteriology and 
Biochemistry, E. and S. Livingstone Ltd., 16 et 17 Teviot Place, 
Edinburgh, 1950, 215 p., prix : 20 s. 


Voici la 6° édition depuis 1931 d’un livre aujourd’hui classique. Les 
recherches sur les potentiels d’oxydo-réduction et leurs applications A 
la biochimie microbienne n’ont rien perdu de leur intérét ; au contraire, 
les applications nouvelles et les perfectionnements des techniques ont 
rendu nécessaire un rajeunissement de l’ouvrage ow l’on trouvera au 
cours des neuf chapitres dont il se compose : des considérations géné- 
rales sur la nature du phénoméne, la mesure du pH, celle du rH, le 
matériel et les techniques ; les méthodes pratiques d’emploi des indi- 
cateurs et des potentiométres avec les tables et les courbes qui s’y 
rapportent ; les méthodes de mesure du pH avec les différents types 
d’électrodes, les pH-métres et les colorimétres ; les applications aux 
systémes d’intérét biologique ; les applications bactériologiques a 1’étude 
de la croissance, des milieux de culture, de la lyse, des essais microbio- 
logiques, du contréle des eaux, du sol, etc. ; les applications 4 la chimio- 
thérapie et aux antibiotiques, y compris les plus récents parmi ces der- 
niers ; le polarographe et ses applications, notamment en ce qui concerie 
l’étude des vitamines, des hormones sexuelles et des enzymes ; les 
conclusions générales ; enfin Ja bibliographie abondante et complete, 
la table des noms d’auteurs et la table analytique. 

De nombreux tracés et schémas illustrent ce livre dont la présenta- 


lion est particuliérement soignée. 
Poe 


K. A. Bisset. — The Cytology and life-history of Bacteria, E. and S. 
Livingstone, Ltd., 16 et 17 Teviot Place, Edinburgh, 1950, 136 p., 
pli Sase ONC: 


La cytologie bactérienne est étudiée par l’auteur dans un esprit a 
la fois morphologique et physiologique. Les travaux sur lesquels il 
s’appuie ont été volontairement réduits 4 un nombre restreint, mais 
choisis parmi les plus récents ou les plus probants. L’esprit qui a pre- 
sidé a la rédaction est celui qu’expose l’auteur dans Ja préface : consi- 
dérer les bactéries comme des cellules vivantes douées de la méine 
structure et des mémes fonctions que les autres cellules vivantes et 
établir la corrélation entre ces aspects fonctionnels selon les différents 
types bactériens envisagés. : 

Les chapitres envisagent successivement : la technique et la cyto- 
chimie ; ]1’étude des surfaces, celle du noyau bactérien, la reproduction 
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des bactéries, la sexualité des bactéries, leurs cycles, les macroforma- 
tions, la morphologie bactérienne et ses rapports avec la classification, 
enfin: la génétique des bactéries. 

De tres belles illustrations et schémas contribuent & illustrer le texte 
d’une présentation luxueuse et d’une lecture agréable, ou l’on trouvera 
sous une forme volontairement condensée, souvent méme schématique, 
la plupart des notions les plus actuelles de cytologie pe he eee 


COMMUNICATIONS 


ISOLEMENT D'UNE SOUCHE HUMAINE 
DE PASTEURELLA TULARENSIS 


PAR ENSEMENCEMENT DIRECT DE LA SEROSITE 
DE LESIONS CUTANEES 


par G. GIRARD. 


Dans une précédente communication (1), nous avons rapporté avec 
P. Cordier et P. Garnier comment nous avions isolé la premiére souche 
humaine autochtone de Past. tularensis. C’est du sang du coeur d’une 
souris inoculée au préalable avec le matériel suspect que le microbe 
fut obtenu. C’est par l’ensemencement direct que, cette fois, nous avons 
réalisé cet isolement d’une nouvelle souche humaine. 

Le 27 janvier 1950, un sérodiagnostic tularémique nous est demandé 
par le D? R. Martin pour un médecin qui est venu le consulter, et qui 
présente cliniquement les signes d’une tularémie ulcéro-ganglionnaire. 
Le début remonte au 8 janvier. Le sérodiagnostic est positif au taux 
de 1/5.000. 

D’une petite lésion ulcéro-croutelleuse de l’index droit et d’une autre 
identique & la paume de la main gauche, Iésions sur lesquelles le 
malade attire lui-méme notre attention en passant A notre laboratoire 
avant d’étre hospitalisé le lendemain dans le service de R. Martin ot 
il sera traité, nous retirons I goutte de sérosité louche ; chacune est 
étalée sur un tube du milieu électif de Francis. Aprés trente-six heures 
d’étuve 4a 37°, de trés petites colonies sont déjd visibles ; elles seront 
caractéristiques le troisiéme jour et identifices comme Past. tularensis. 
Sur l’un des tubes, une dizaine de colonies, 4 |’état de pureté ; sur 
l'autre, sensiblement le méme nombre, mais associées & une sarcine 
dont on se débarrassera au premier repiquage. Le cinquiéme jour, ces 
colonies qui avaient atteint 1 mm. 4 1,5 mm. de diamétre devenaient 
confluentes. 

La virulence de cette souche, contrairement & ce que nous attendions, 
s’est montrée aussi forte que celles en provenance des rongeurs infectés 
naturellement ou artificiellement. Mais cette question fera l’objet d’une 


(1) Ces Annales, 1944, 77, 314. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 787 


communication ultérieure en raison de l’intéret épidémiologique de 
nos constatations. 

L’extréme facilité avec laquelle a été obtenue cette culture nous 
oblige 4 réviser cette notion commune que le passage par un rongeur 
sensible, souris ou cobaye, est recomamndé et, pour certains, quasi 
indispensable pour isoler Past. tularensis chez l’homme. Nous y faisions 
allusion dans notre premiére note ; aujourd’hui, nous n’hésitons plus 
a affirmer que sur un milieu aussi favorable que celui de Francis, A 
la bactopeptone, il n’est point besoin d’une purée microbienne telle 
qu’on la voit dans une rate de liévre ou de souris pour le départ d’une 
culture, pour peu que le produit suspect renferme encore quelques 
micro-organismes vivants. I] semble bien que Jes petits ulcéres torpides 
qui dans la tularémie de forme classique siégent aux mains et qui 
représentent la porte d’entrée du virus, conservent celui-ci assez long- 


_temps, puisque dix-neuf jours aprés leur apparition (contamination par 


liévre), il nous a été possible de le mettre en évidence aussi rapide- 
ment. Dans les adénites, il en serait peut-étre de méme. Par contre, 
Past. tularensis n’a jamais été isolé du sang, si ce n’est dans les cas 
mortels ou une septicémie terminale et massive est confirmée aprés 
autopsie. Les relations des auteurs américains concordent toutes sur 
ce point et concernent toujours des formes pulmonaires de tularémie 
dont Vissue fatale n’était pas rare avant la découverte de la strepto- 
mycine. Mais les hémocultures, comme les inoculations de sang, furent 
réguliérement négatives dans les premiers jours de la maladie, comme 
elles ont toujours été dans les autres modalités, non mortelles, de la 
tularémie chez |’homme. 

Pour notre part, nous n’avons qu’un fait & rapporter en confirmation 
de ce point de vue, mais il n’est pas sans intérét : un malade fait 
lui-méme son diagnostic quarante-huit heures aprés avoir présenté les 
premiers symptémes d’une tularémie ganglionnaire dont il était parti- 
culiérement averti. Du sang prélevé avant tout traitement nous est 
adressé ; pas plus un large ensemencement sur milieu électif que les 
injections dans le péritoine de 2 souris ne parviennent 4 mettre en 
évidence l’agent étiologique. 

Enfin, il n’est pas impossible que l’ensemencement du contenu d’adé- 
nites tularémiques datant de plusieurs semaines et dont l’inoculation 


-s’est montrée négative, comme nous l’avons signalé, réussisse 4 déceler 


le micro-organisme spécifique s’il avait perdu tout ou partie de sa viru- 
lence. L’ensemencement devra étre désormais systématiquement pra- 
tiqué avant de conclure a l’absence de Past. tularensis. 

Méme avec l’expectoration qui est une voie d’élimination normale 
de cet agent pathogéne dans toutes les formes de tularémie, a fortiori 
dans les formes pharyngées assez courantes en France, ]’ensemence- 
ment aurait sa place & cété de inoculation aprés addition de pénicil- 
line suivant le procédé préconisé par F. Tison pour Ja destruction des 
germes banaux dans les crachats tuberculeux (2). Nous avons en effet 
constaté que cet antibiotique n’inhibe aucunement, aux doses indiquées 
par cet auteur, la culture de Past. tularensis. ‘ 

En résumé, dans la tularémie humaine dont la forme ulcéro-gan- 


(2) Ces Annales, 1948, 74, 129. 
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clionnaire est la plus fréquente, l’agent étiologique peut étre aisément 
isolé par l’ensemencement direct des sérosités des ]ésions initiales, sans 
qu'il soit nécessaire de faire un passage préalable par l’animal. Le 
milieu de choix est celui de Francis, & la bactopeptone. 


(Institut Pasteur, Service de la Peste.) 


ETUDE DE LA TOLERANCE 
VIS-A-VIS DE LA STREPTOMYCINE 
D'ELEMENTS ISOLES 
PRELEVES DANS UNE POPULATION BACTERIENNE 


par Paut HAUDUROY et Witty ROSSET. 


Dans une publication récente (1) nous avons montré que, dans une 
souche bactérienne telle qu’un bacille typhique, sensible a la_ strep- 
lomycine, il existait des éléments microbiens en trés grand nombre 
dont la croissance était arrétée rapidement par l’antibiotique, d’autres 
éléments capables de tolérer rapidement l’antibiotique, d’autres, plus 
nombreux enfin, qui mettaient plusieurs jours pour acquérir cette 
tolérance. 

Nous rappelons que toutes nos expériences ont été faites avec le 
séparateur de germes décrit antérieurement par Vun de nous, sépa- 
rateur permettant d’obtenir des cellules bactériennes isolées par 
dispersion (2). 

Nous avons repris les mémes essais avec B. subtilis et quelques 
bacilles paratuberculeux en les faisant passer a travers le séparateur 
de germes. Les résultats sont en tous points comparables A ceux 
obtenus avec le bacille d’Eberth. 

Nous nous sommes demandé si les descendants d’un germe isolé, 
prélevés dans une souche, présentent tous la méme tolérance vis-d-vis 
de l’antibiotique que le germe dont ils dérivent. 

Nous avons fait cette expérience avec la souche de bacille typhique 
n° 281 (3) qui n’a jamais eu de contact avec la streptomycine et qui 
présente en bouillon une tolérance de 50 y/cm* A lantibiotique. Placée 
dans le séparateur de germes et projetée A la surface d’une_ boite 
contenant de la gélose ordinaire non streplomycinée, nous obtenons 
108 colonies aprés vingt-quatre heures. Chacune de ces 108 colonies 
est prélevée séparément et chacune d’elles ensemencée dans deux tubes 
de bouillon : a) un contenant 50 y/em* de streptomycine ; b) l’autre 
n’en contenant pas. 


(1) P. Haupuroy et W. Rosser, C. R. Acad. Sci., 1950, 230, 687. 
(2) P. Haupuroy, ces Annales, 1949, 77, 307. 
(3) Souche ayant servi pour les essais publiés antérieurement. 
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> . 
a) L’ensemencement en bouillon streptomyciné nous permet de 
savoir si ces 108 souches ont toutes la méme tolérance. 
Le tableau I donne les résultats observés : 


TABLEAU I. 
SS 


CULTURES NOMBRE TOTAL DES CULTURES 


poussant apres des cultures positives en Aries Coereet 


ROY, omega ce b : 16 16 
PV OUTS pen ters. 0 Ter Lae wee 37 53 
SMIOULS I eiccr. o aeree oeeone 48 Tt 
4 jours 1 72 
5 jours. . 2 14 
OUOUUS 2). 4 75 
AVOUTS go a. as 0 15 


SIT LE CTS I SEE SEE DIE CEI ELEC I LIE SE RARE EDIE DE SS OIE 


Sur les 108 colonies, 75 poussent, 33 ne poussent pas en bouillon 
contenant 50 y/cm*® de streptomycine. Il n’y a donc pas homogénéité 
de la souche originale. 

De plus, parmi les 75 cultures positives, certaines apparaissent rapi- 
dement, d’autres plus tardivement. 

Ces deux observations confirment ce que nous avons déja signalé (1) 
et en particulier que tout se passe comme s’il y avait adaptation. 

Il faut remarquer que nous obtenons ici, en bouillon, un plus 
grand nombre de germes se développant en présence de streptomycine 
que dans les essais antérieurs, faits sur gélose (1). Ceci est dt au fait 
que le nombre des germes ensemencés dans chaque bouillon (plu- 
sieurs millions) est infiniment plus grand que celui ensemencé sur 
plaques de gélose au moyen du séparateur de germes (quelques mil- 
liers). Les chances de déceler les microbes tolérant 50 y/cm* de strep- 
tomycine sont beaucoup plus grandes dans une technique que dans 
Vautre, les proportions relatives restant 4 peu prés semblables. 

b) L’expérience précédente nous a permis de trier parmi les 
108 colonies, dont chacune dérive d’un germe unique, celles capables 
de pousser en bouillon en présence de 50 y/cm* de streptomycine et 
celles qui ne Je peuvent pas. Nous voulons savoir maintenant si les 
descendants de lune ou l’autre d’entre elles n’ayant pas eu de contact 
avec l’antibiotique se comportent de méme. 

Pour cela nous avons pris : 

1° Trois cultures en bouillon ordinaine de colonies dont l’ensemen- 
cement paralléle en bouillon streptomyciné était resté stérile (éti- 
quetées a, B, ¥)- 

2° Deux cultures en bouillon ordinaire de colonies dont l’ensemen- 
cement paralléle en bouillon streptomyciné s’était développé en vingt- 
quatre heures (étiquetées 4, «). 

Ces 5 colonies ont été passées 4 travers le séparateur de germes et 
projetées sur des plaques de gélose contenant des doses variables de 
streptomycine. 

Le tableau II indique les résultats obtenus. 
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TasLeav If. 


ROS BOUILLON BOUILLON BOUILLON 
de streptomycine 
en gélose me 3 1 
(y/cem$) 


14° Colonies ne poussant pus en bouillon en présence de 50 y/em’ 
de streptomycine : 


DSR et act Some Care 4.720 3.600 | 2.040 
LO se, os Beer «ee ae) oars 4.380 3.420 840 P. 
24 h.= 88 P. 0 
2 ean gis male Ney wer ets 0 ERs 220) De 
LUE Uae eke actuate 0 0 0 
NUDED oy GBs enc, a Dee a 0 0 0 
de SCRHIC VERE BOUILLON BOUILLON 
en gélose 5 . 
(y/em*) 


20 Colonies poussant en bouillon en présence de 50 y/cm® de slreptomycine : 


Ae A ee eto 4.800 2.400 

1 OS seaie ection Ne baer. 540P. 2.100 

Pa Nin stink cee Tales a ee vis 1450. Ps 4.200 P. 

z 94 h.= 84 TP. 
50. ae tel gee Ol ee) ame me ee 0 48 h. = 250 T.P. 
MOO On sibahaies ete Gr 0 | 


P., colonies nettement plus petites que les colonies normales; T.P., tres petites 
colonies. 


On peut tirer de ces résultats les conclusions suivantes : 

Aucun des descendants des 5 germes étudiés n’a le méme compor- 
tement vis-a-vis de la streptomycine. La cullure gq parait homogéne, 
les cultures — et y ne le sont pas et different entre elles. Les cultures 
5 et e« ne sont pas homogénes et different aussi entre elles. La 
culture 3, dont la paralléle a poussé en bouillon en présence de 
50 y/cm*, ne donne pas de colonies sur gélose contenant la méme 


dose de lantibiotique, ce qui confirme l’importance du nombre de 
germes ensemencés. 


Conciusion. — De l’ensemble de ces faits, on peut conclure que si, 
dans une population bactérienne, on étudie le comportement des 
descendants de germes pris isolément, on constate que : 1° la descen- 
dance d’un germe n’est pas homogéne ; 2° les descendances des dif- 
férents germes ne sont pas semblables entre elles. 


(Institut d’Hygiéne et de Bactériologie, Lausanne.) 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 794 


ETUDE DU MECANISME D’'ACQUISITION 


3 DE LA TOLERANCE VIS-A-VIS DE LA STREPTOMYCINE 


‘ 


D'ELEMENTS ISOLES 
PRELEVES DANS UNE POPULATION BACTERIENNE 


par Pact HAUDUROY et Witty ROSSET. 


Nous avons signalé dans une premiére note (1) que les éléments 
bactériens d’une souche, tolérant dans son ensemble certaines doses 
de streptomycine, n’étaient pas lous comparables entre eux. Dans 
la note précédente nous avons montré que la descendance d’un germe 
unique n’était pas composée d’éléments identiques et que celles de 
différents germes ne se comportaient pas de la méme facon en pré- 
sence de streptomycine. 

Nous nous sommes demandé comment se comporterait la descendance 
d’un germe unique si l’on augmentait sa tolérance par passages suc- 
cessifs sur milieux streptomycinés, et en particulier si elle deviendrait 
homogéne par rapport a l’antibiotique. 

Technique. — Nous avons opéré avec la souche nous ayant servi 
dans nos essais antérieurs (souche B. typhique n° 281) qui, rappelons-le, 
n’a jamais eu de contact avec la streptomycine. Une culture en 
bouillon de cette souche est dispersée au moyen du séparateur de 
germes sur plaques de gélose streplomycinée & doses croissantes. Une 
des colonies apparues sur la gélose contenant le taux le plus élevé de 
streptomycine utilisé dans un essai est prélevée, émulsionnée dans un 
peu de bouillon et dispersée immédiatement sur de nouveaux milieux 
streptomycinés. 

Le tableau I indique les résultats obtenus : 

On peut tirer du tableau I les conclusions suivantes : 

a) Il est possible d’augmenter la tolérance d’un germe unique vis- 
a-vis de la streptomycine. 

b) L’examen de chaque expérience montre que le nombre des 
colonies apparues diminue par rapport au témoin, au fur et 4 mesure 
que les doses d’antibiotique croissent. Seul un petit nombre de germes 
paraissent capables de « s’adapter » aux doses élevées de strepto- 
mycine. Tout se passe comme nous l’avons déja vu (1), mais ici 
chaque fois 4 un palier supérieur. 

c) L’examen des milieux ensemencés nous montre a nouveau des 
colonies anormales, petites ou trés petites, apparaissant tardivement 
(deux, trois ou quatre jours). On a l’impression qu’elles sont com- 
posées de germes qui « luttent pour une adaptation difficile 4 
acquérir ». 

d) Au fur et A mesure que la tolérance croit, on constate que la 


(1) P. Haupuroy et W. Rosser, C. R. Acad. Sci., 1930, 230, 687. 
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TABLEAU I. 


n 
n DOSE DE STREPTOMYCINE 
et (y/em$) 
= PP 
55 
“2 | o | 10 | 20 | 50 | 100 | 200 | 520 | 1.000 | 2.000 | 5.000 | 10.000 
a) 
I | 7.020 | 2.220 | 3.840 | 5-360 0 0 
IL | 4.860 | 4.440 | 4.200} 600 €60 |25-128|0-48-84 
lll 34 36 38 32 35 42 | 22-40 | 0-19-29 0 0 0 
lV 98 16 67 80 86 17} 4-44 4-2 0 0 0 
V | 2.240 1.860 1.260 600-900|720-4.080)0-4.080| 0-560 0 
VI |64-432 14-84 0-97 0-444 | 0-37-70 | 0-0-7-45 0 
VII | 24-40 42-71 20-52 49-44 | 0-48-22} 0-0-4 0 


(1) Le premier chiffre indique le nombre de colonies apparues en 24 heures, le second correspond 
au nombre de colonies apparues en 48 heures, le troisiéme au nombre de colonies apparues er 
3 jours, etc... ; ; 

(2) Le chiffre gras est celui des colonies dont l’une d’entre elles a été prise pour eftectuer l’expé- 
rience suivante. 


souche devient homogéne (2) vis-d-vis des doses d’antibiotique nette- 
ment inférieures aux doses maxima permettant encore |’apparition de 
cultures. Exemple, expérience II : homogéne jusqu’&a 20 y/cm*, non 
homogéne a partir de 50 y/cm*; expérience II : homogéne jusqu’’ 
200 y/cm*, non homogéne au-dessus. Remarquons que la souche origi- 
nale n’est pas homogéne (essai I). 

L’homogénéité devient plus parfaite au fur et A mesure que le 
nombre des passages en présence d’une dose constante d’antibiotique 
se multiplie. Par exemple, la souche du bacille d’Eberth n° 281, rendue 
tolérante en bouillon a 20.000 y/cm*® de streptomycine, ayant subi 
5 passages en présence de cette quantité d’antibiotique, dispersée avec 
le séparateur sur des boites de gélose streptomycinée, donne les 
résultats suivants (tableau ID) : 

On remarque que, sauf dans l’expérience I, tableau I, le nombre 
des colonies apparues sur les boites témoins est faible ou trés faible. 
Ceci est di au fait que, dans les essais II, III, etc., nous sommes partis 
d’une seule colonie, que celle-ci est émulsionnée dans 2 4 3 cm? de 
bouillon et réensemencée immédiatement sans que les germes aient 
eu le temps de se développer. 


(2) Nous rappelons quwune souche « homogéne » est pour nous une 
souche oli le nombre des colonies apparues sur les boites de gélose témoins 
et sur les boites de gélose streptomycinée ne présente pas plus de 50 p. 100 
de difference pour un méme essai. Au-dessus de ce chiffre, elle devient 
non homogéne. Ceci résulte d’expériences faites avec le séparateur de 
germes, dans lesquelles nous avons constaté qu'il était impossible d’obtenir 
une régularité constante dans le nombre des bactéries projetées sur un 
milieu de culture et ott lerreur reconnue a été de + ou—25 p. 100. Ce 
qui est probablement dd A des irrégularités dans la pression dair produite 
par compression de la poire manipulée & la main, 
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TaBLeEav II. 
DOSE NOMBRE 
de streptomycine de colonies 
ASE apparues 
Gems) en oy heures 
OS ae teen ot Pane eye ie indies aR oon. ctl coe ae aval 4.320 
SUDA RAR RC Ge hos) Seesaw ee ant OP sO ee 5 aa 4.380 
iAUAD) ace eS pit ee A ae anno PnP ae ae ne oe ee oe il 4.320 
DET Se Ne Oo ad SI oP gh or dal Re! ea tee ete eee 4.020 
ZO ROO Cem ttastee een ah ea See Mayen SS at, lp wl Big h 1.260 


Pas d’apparition de colonies tardives (48, 72 heures, etc...) 


Ceci est confirmé par lessai suivant : si, entre chaque expérience, 
on laisse se multiplier en bouillon ordinaire pendant vingt-quatre 
heures la colonie prélevée, qu’on l’ensemence ensuite au moyen du 
séparateur de germes, on obtient un trés grand nombre de colonies, 
ce qui explique les différences constatées entre des essais faits sur 
gélose et ceux faits en bouillon. Dans ce dernier cas la loi du « grand 
nombre » joue. I] nous suffit par exemple de 6 passages effectués en 
huit jours en bouillon streptomyciné pour conduire la souche 281 
fusqu’A une tolérance de 20.000 y/cm*. Hl faut onze jours pour 
atteindre sur gélose une tolérance de 5.000 y/cm* pour la méme souche. 


ConcLusions. — Par passages successifs sur milieux contenant des 
doses de plus en plus élevées de streptomycine, on ne constate pas 
immédiatement d’homogénéité dans les descendants et celle-ci n’appa- 
rait qu’aprés de nombreux passages en présence d’une dose constante 
de l’antibiotique. 


Unstitut d’Hygiéne et de Bactériologie, Lausanne.) 


, LE TEST DE SERO-PROTECTION 
DANS LES INFECTIONS TYPHO-PARATYPHOIDIQUES 


par J. BRISOU et J. BRANGIER. 


Le test de protection de la souris par un sérum donne, vis-a-vis des 
Salmonella, est fréquemment appliqué a 1’étude de Vimmunité dans 
les infections typho-paratyphoidiques. L’accord est loin détre réalisé 
entre les auteurs. On conclut, suivant les expérimentateurs, 4 des pro- 
tections allant de 3 a 400 doses minima mortelles (D. M. M.). Cette 
note est le prélude d’un travai] ot: l’on se propose de discuter les 
raisons de ces écarts de chiffres considérables. Il semble bien que les 
diftérences de techniques y soient pour beaucoup. 

A la suite d’études faites en collaboration avec Pitt et de Bhatnagar, 
Felix, en 1938, donna une méthode tres précise pour apprécier la 


(1) Feurx, J. Hyg., 1938, 38, 750. 
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valeur protectrice de son sérum thérapeutique. La souche typhosum Ty2 
fut choisie pour étalon de virulence ; la souris servait d’animal réactif. 
La D. M. M., exprimée en nombre de bactéries, était injectée par voie 
péritonéale trente minutes aprés l’inoculation du sérum a ¢tudier. 
Boivin (2) et Richou, Boivin (8), Bonnefoi et M™° Grabar (4), ont, a 
quelques variantes prés, suivi la méme technique. Tous ces auteurs 
arrivent A conclure que le sérum d’un sujet immunisé protége la 
souris contre 3 46 D. M. M. 

Les travaux américains rapportés par Siler (5) et ses collégues font 
appel A l’artifice de la mucine. On sait que cette substance a le pou- 
voir d’augmenter la virulence des germes. En inoculant a des ani- 
maux des doses infimes de bactéries mélangées de mucine, on en 
déduit que la D. M. M. est accrue z fois ; x étant apprécié expérimen- 
talement, bien entendu. Avec cette technique, ]’école américaine estime 
que le sérum d’un individu convenablement vacciné doit protéger 
contre 100 D. M. M. 

En combinant la technique de la mucine aA celle du sérum dilué a 
1/2, 1/4 ou 1/10, certains auteurs arrivent & des taux de protection 
de 400 D. M. M. 

En fait, ces extrapolations semblent trés loin de la réalité ; elles 
sont abusives. Orskow (6), Kauffmann (7) avaient déjd rejeté l’artifice 
de la mucine. Ils en ont formulé les raisons. 

Pour donner au test de séro-protection le maximum de précision, 
nous avons repris la technique de Felix en déterminant la D. M. M. en 
poids sec de bactéries. Les germes cultivés sur gélose pendant vingt- 
quatre heures sont lavés 4 l’eau bidistillée ; aprés dessiccation A 100°, 
ils sont pesés avec une balance sensible au 1/10 de milligramme. On 
a pu ainsi déterminer que la D. M. M. de la souche Ty2 est de 0,02 mg. 
La plupart des souches de paratyphosus B que nous avons exp(ri- 
mentées tuent la souris 4 la dose de 0,05 mg. Connaissant une fois 
pour toutes ces chiffres, il devient trés facile de savoir quelles seront 


€ 


3, 5, 10 D. M. M. et de les mesurer pondéralement avec le maximum 
de précision. 

Dans ces conditions, les résultats deviennent beaucoup plus constants 
en comparaison de ceux que nous obtenions avec les mesures néphé- 
lométriques ou les numérations directes. Peu de sérums de vaccinés 
ou de convalescents protégent au dela de 3 4 5 D.M.M. Quelques 
sérums normaux protégent contre 1 D. M. M. 

On voit en somme que la valeur du test de séro-protection reste 
faible, surtout si on la pratique avec des D. M. M. réelles. Le pouvoir 
protecteur d’un sujet vacciné ou d’un convalescent reste minime. Ces 
faits cadrent bien avec ce que Von sait de Ja faible action thérapeu- 
tique des sérums d’animaux immunisés ou des sérums de conva- 


(2) Boivin et Ricnou, C. R. Soc. Biol., 1939, 434, 1130. 

(3) Borvin, Rev. Immunol., 1940-1941, 6, 273. 

(4) Bonneror et Mme Grapar, ces Annales, 1947, 73, 259. 

(5) Sirer et al., Immunization to typhoid fever, 1941, 1 vol. The Johns 
Hopkins Press. 

(6) Orsxow, Zeitschr. Hyg., 1936, 449, 65. 


(7) Kaurrmann, Die Bakteriologie der Salmonella Gruppe, 1941, Copen- 
hagen. E. Mungskaard. 
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lescents. Les succés parfois obtenus (Jousset, Felix, Vincent) sont restés 
trop irréguliers pour permettre l’entrée de ces sérums dans la théra- 
peutique courante. 

Dans le cadre des infections typho-paratyphoidiques, les statistiques 
6pidémiologiques donnent certainement un meilleur reflet de ]1’immu- 
nité d’une collectivité soumise aux vaccinations que le test de séro- 
protection dont on a donné des chiffres théoriques beaucoup trop 
Glevés et dont les chiffres réels sont trés faibles. 


(Laboratoire de l’Ecole de Santé Navale, Bordeauz.) 


RECHERCHES SUR L’HEMOLYSINE 
DE CLOSTRIDIUM BOTULINUM D 


par E.-R. BRYGOO. 


Les hémolysines des espéces du sous-genre Clostridium botulinum ne 
sont qu’imparfaitement connues. L’intérét que présente |’étude de leur 
toxine léthale a fait négliger un facteur trés secondaire de leur pou- 
voir pathogéne. 

Classiquement 1’on a décrit lhémolysine du Cl. botulinum A et du 
Cl. botulinum B, cette derniére étant plus active. Cette hémolysine, 
dont la production est favorisée par le glucose et le sérum, apparait 
rapidement et disparait en vingt-quatre a trente-six heures. Elle est 
trés sensible 4 la chaleur et a la lumiére. 

Ayant eu l’occasion d’étudier une nouvelle souche de Cl. botu- 
linum D, nous avons recherché les caractéristiques de ]’hémolysine 
secrétée par cette souche. 

La technique de recherche est celle en usage : les dilutions de 
.Vhémolysine sont faites dans de l’eau physiologique ordinaire ; les 
globules rouges de mouton, lavés trois fois, sont utilisés en suspen- 
sion au 1/20, a raison de 0,5 cm* par 1 cm® de dilution d’hémolysine ; 
lectures apres une heure, trois heures et dix-huit heures de séjour a 
Vétuve a 37°. 

La souche francaise 468 de Cl. botulinum D produit une hémo- 
lysine qui, dans de bonnes conditions, donne une destruction 
totale (H) des globules rouges, 4 la dilution du 1/200 ; une hémolyse 
partielle (h) est encore trés nette au 1/1.000. 

L’hémolyse est rapide, méme a température ordinaire, |’effet 
maximum est obtenu en moins de trois heures. Le séjour plus pro- 
longé A l’étuve provoque un verdissement dans les premiers tubes. 

La souche belge W (professeur Willems) posséde une hémolysine aussi 
active. Ses caractéres sont exactement superposables 4 ceux de la 
souche 468. Par contre, deux souches en provenance d’Afrique australe 
ne sont que trés faiblement hémolytiques (H a Vunité, h au 1/5). 
L’hémolysine du Cl. botulinum D est bien indépendante de l’exotoxine, 
puisque deux souches trés différentes quant a leur pouvoir toxique 
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comme Jes souches 468 et W peuvent avoir des hémolysines d’aclivilé 
comparable. , 

Le Cl. botulinum acidifiant trés rapidement son milieu de culture 
(pH 4 en quarante-huit heures), aux faibles dilutions l’hémolyse acide 
vient s’ajouter A l’hémolyse spécifique. La premiére peut étre facile- 
ment empéchée par neutralisation. Elle ne joue d’ailleurs aucun réle 
dés que les dilutions augmentent. 


A. PropucTiOoN DE L’HEMOLYSINE. — Température ; La température 
optimum de production de l’hémolysine est aux environs de 30° : 
trois cultures ensemencées d’une méme quantité d’une méme souche 
el mises & incuber aux températures de 38°, 35°, 33°C, donnent pour 
la premiere une hémolyse partielle au taux de 1 cm%, et pour les 
autres une hémolyse totale respectivement aux taux de 1/10 et 1/50 
de centimétre cube. 

A la température du laboratoire, la culture pousse trés lentement, 
mais l’hémolysine peut y étre active au 1/10. 

Temps : Suivant la durée de la phase de latence, le maximum est 
plus ou moins vite atteint, c’est en général le deuxiéme ou le troi- 
siéme jour apres l’apparition de gaz dans la culture, le taux cesse alors 
de croitre et reste stationnaire. 

Milieux : Le glucose n’est pas indispensable & la production de 
Vhémolysine. Dans un bouillon sans glucose, l’hémolysine du qua- 
triéme jour peut étre active au 1/100. La présence de glucose augmente 
cependant le taux de lhémolysine. Soit trois cultures en bouillon 
sans glucose, glucosé A 2 p. 1.000, glucosé & 10 p. 1.000 ; l’hémolysine 
est respectivement active au 1/20, 1/50 et 1/200. 

L’addition de chlorure de calcium en proportions variées au milieu 
de culture n’a pas influencé de fagon notable la production de 
l’hémolysine. 

Sur milieux exclusivement végétaux, lhémolysine, quoique beau- 
coup moins active, est encore décelable : sur purée de marrons d’Inde, 
H au 1/20, h au 1/100 ; sur bouillon de luzerne, H au 1/10, h au 1/20. 

L’addition au milieu de culture d’une proportion de 20 p. 100 de 
sérum de cheval, proportion qui, classiquement, favorise la production 
d’hémolysine par les Cl. botulinum A et B, empéche la mise en 
évidence de |’hémolysine du Cl. botulinum D. Celle-ci est vraisem- 
blablement produite, mais elle est immédiatement neutralisée par la 
présence du sérum. 


B. Caracrires pe L’HémMonysine. — Activilé : L’hémolysine de 
Cl. botulinum D est active sur les globules rouges d’homme, de mou- 
ton, de cheval, de poule, de cobaye, de souris et de rat. 

Une hémolysine active au 1/50 sur les globules rouges de mouton 
l’est au 1/20 sur ceux de souris, au 1/50 sur ceux de rat et de 
cheval (que ce dernier soit ou non hyperimmunisé contre la toxine 
botulique D), au 1/100 sur ceux de l'homme, au 1/200 sur ceux de 
poulet et au 1/1.000 sur ceux de cobaye. 

Activation : L’addition d’ions calcium, & des taux variés, 
mente pas l’activité de V’hémolysine. 

Si on met en contact A l’étuve a 33°, pendant trois heures, une 
hémolysine fraichement préparée avec une quantité égale d’une solu- 


n’aug- 
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tion 4 4 p. 100 d’hydrosulfite de Na dans leau physiologique, cette 
hémolysine, active au 1/50, devient capable d’hémolyser complétement 
les globules rouges jusqu’au 1/1.000. Son pouvoir hémolytique a été 
multiplié par 20. 

Résistance : L’hémolysine est complétement détruite par un chauf- 
fage de trente minutes A 45° ; elle n’est pas régénérée par cing minutes 
a 100°. 

L’action du vieillissement est trés variable suivant la température 
a laquelle sont laissées les hémolysines. En un mois, d 38°, la perte 
du pouvoir hémolytique est totale ; 4 33°, elle est presque complete ; 
a la température du laboratoire, comme 2 40°, la perte du pouvoir 
hémolytique est d’environ 50 p. 100 en un mois. 

Par action de l’hydrosulfite sur les diverses hémolysines, aprés_ vieil- 
lissement, il est possible d’augmenter considérablement le pouvoir 
hémolytique, sauf pour l’hémolysine laissée & 38° ; celle-ci semble en 
effet complétement détruite. Il ne s’agit pas A proprement parler d’une 
régénération puisque l’action de la solution-réductrice se manifeste 
autant, sinon plus, sur l’hémolysine fraiche. 

Le formol au taux de 8 p. 1.000 et aprés dix jours d’étuve 4 37° 
neutralise complétement son pouvoir hémolytique spécifique. L’ana- 
toxine ainsi obtenue présente bien encore un léger pouvoir hémo- 
lytique, mais celui-ci, trés faible, est di a l’acidité du milieu (pH 3,5) 
et disparait avec la neutralisation. 

L’hémolysine résiste 4 l’action de l’eau oxygénée : une heure de 
contact avec quelques gouttes d’eau oxygénée ne modifie pas son 
pouvoir hémolytique. L’hémolysine disparait, sans doute par adsorp- 
tion, au cours de la filtration sur bougie L3. Elle est précipitée en 
méme temps que la toxine par la solution saturée de sulfate d’ammo- 
nium et la toxine séche ainsi extraite hémolyse au taux de 1 mg. par 
centimétre cube d’eau physiologique. 

Neutralisation : Aprés trois heures de contact, les sérums antibotu- 
liques A, B, D, le sérum anti-perfringens, inhibent complétement 
Vhémolysine jusqu’é la dilution du 1/1.000 et l’inhibent partielle- 
ment au taux de 1/2.500. Les mémes résultats, aux mémes taux, sont 
obtenus avec du sérum de cheval normal. Si, au lieu de Jaisser le 
gérum en contact avec lhémolysine pendant trois heures avant 
d’ajouter les globules rouges, ceux-ci sont mis immédiatement en pré- 
sence du mélange sérum-hémolysine, 1’hémolyse se produit partielle- 
ment pour une dilution de sérum au 1/20, elle est totale au 1/100. 
Tout se passe comme s’il y avait une action de masse au cours d'une 
réaction chimique et concurrence entre le sérum et les globules rouges. 
Il est de méme possible de « dévier » lhémolysine en la mettant en 
contact avec une suspension d’ovolécithine. he 

Le fait que le sérum de cheval normal, qui inhibe a haute dilution 
lhémolysine, est sans aucune action antitoxique sur la toxine du 
Ci. botulinum D souligne l’indépendance des deux facteurs hémolysine 
et toxine. 


C. Réaction A L’ovorécrraine. — Une hémolysine active au 1/100, 
lisible au 1/500 donne, avec une suspension d’ovolécithine, une préci- 
pitation en grumeaux avec clarification du liquide a la dilution du 1/10, 
un trouble homogéne au 1/20. 
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Cette réaction est inhibée par contact préalable entre 1’hémolysine 
et un sérum normal de cheval jusqu’a la dilution du 1/200. 

La toxine séche en solution dans l’eau physiologique (1 mg. par cen- 
timétre cube) est active sur la suspension d’ovolécithine. 

Ces différentes réactions permettent de ranger I’hémolysine de 
Cl. botulinum D parmi les lécithinases. 


Concitustons. — Les souches Cl. botulinum D sécrétent une hémo- 
lysine différente de l’exotoxine. Cette hémolysine, active au 1/200 sur 
les globules rouges de différentes espéces animales, n’est pas détruite 
par leau oxygénée. Elle est activée par une solution réductrice et 
détruite par un chauffage de trente minutes A 45°. Elle posséde les 
propriétés d’une lécithinase. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


ANTICORPS BLOQUANTS 
DANS LE SERUM DE SUJETS BRUCELLIQUES 


1. — LEUR MISE EN EVIDENCE 


par Gérarp RENOUX. 


Griffitts (1) a montré que les anticorps bloguants — ou incomplets — 
ne se manifestent pas seulement dans certains cas d’immunisation 
par les groupes Rh, mais qu’ils existent aussi dans le sérum de sujets 
imprégnés par les brucelloses et dont le séro-diagnostic classique est 
négatif. 

L’importance pratique et théorique de ce fait nous a incité a en 
reprendre l'étude, dont nous donnons ici les premiers résultats. 

Nous avons pratiqué les séro-diagnostics de Wright selon la 

technique du C. R. F. O. : dilutions du sérum en eau salée a 
0,85 p. 100, du 1:5 au 1:5120, sous un volume de 0,5 ml. A quoi on 
ajoute 0,5 ml. d’une suspension de Br. abortus «$8.6» chauffée et 
formolée d’opacité constante (280 au photométre de Vernes), en sorte 
que les dilutions finales du sérum éprouvé sont 1:10, 1:20, 1:40 , 
1: 10240. La lecture de la réaction se fait aprés seize & dix-huit heures 
a Vétuve a 37°. En suivant cette technique, utilisée depuis vingt ans 
au C.R.F.O., on ne constate jamais d’agglutination A aucun taux 
chez des sujets strement indemnes de brucellose. Il y a environ 
10 p. 100 de résultats négatifs avec le sérum de malades par ailleurs 
soupconnés d’avoir une fiévre ondulante. C’est dans les sérums de tels 
sujets que nous avons recherché les anticorps bloquants, en méme 
temps que dans les sérums, d’un série « témoin », de malades 
indemnes de toute atteinte hrucellique. 

Apres avoir vérifié que le séro-diagnostic était négatif, nous ajoutons 


(1) J. J. Gririvrs, Publ. Health Rep., 1947, 62, 865. 
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4 chaque tube de la réaction (y compris un tube témoin ne contenant 
que la suspension microbienne) un sérum stirement agglutinant dilué 
de telle maniere que le taux final soit de 1:100 dans chaque tube. 
Aprés six heures a l’étuve 4 37°, nous lisons les résultats des aggluti- 
nations éventuelles. 

1° Sérums de sujets certainement indemnes. — Trente-cing sérums ont 
été étudiés ; ils provenaient de malades atteints d’affections diverses 
tuberculose, typhoide, maladie de Hodgkin, syphilis, rhumatismes 
chroniques, etc. ; aucun n/’avait de passé brucellique connu, aucun 
n’avait de réaction allergique. 

Dans aucun cas — dans les conditions de notre expérience — nous 

n’avons observé de blocage de l’agglutination A un taux quelconque : 
Vadjonction de sérum strement agglutinant dans les tubes du séro- 
diagnostic négatif a amené une agglutination compléte (+++) dans 
tous les tubes du 1:10 au 1:10240. 
' Donc, les sérums humains prélevés chez des malades (35) dont les 
troubles ne sont pas en rapport avec la brucellose ne possédent aucune 
propriété capable d’empécher l’agglutination de Br. abortus par un 
sérum spécifique. 

2° Sérums de sujets atteints de fiévre ondulante. — II s’agit de prélé- 
vements faits soit sur des travailleurs du laboratoire, des vétérinaires, 
des employés d’abattoir au passé brucellique certain (séro-diagnostics et 
hémocultures autrefois positifs), soit sur des malades atteints de fiévre 
ondulante récente ou ancienne, dont le séro-diagnostic est actuellement 
négatif. 

Vingt et une personnes nous ont fourni les sérums examinés : aucune 
ne posséde d’agglutinines qui puissent étre mises en évidence par le 
séro-diagnostic de Wright. Si, 4 ce moment, on ajoute dans les tubes de 
la réaction un sérum strement agglutinant, comme nous l’avons dit 
plus haut, on voit (cf. Tableau) que le sérum du suspect de fiévre ondu- 
lante « bloque » l’agglutination dans certains tubes. L’activité bloquante 
peut étre encore appréciable, alors que le sérum en expérience est dilué 
au 1 : 640. 

Ces faits s’opposent a l’absence compléte de tout blocage par le sérum 
de sujets certainement indemnes de brucellose. 

Parallélement, et en toute similitude avec ce qu’on observe dans les 
recherches pour immunisation Rh, nous avons constaté que la mise en 
suspension des Brucella dans un sérum humain AB permet la mise en 
évidence d’une agglutination spécifique (sur lame) par ces sérums qui 
sont « bloquants » si l’on opére en présence d’eau salée. 

3° Conclusions. — Les sérums de sujets brucelliques, dont le séro- 
diagnostic de Wright est négatif, ‘contiennent des anticorps « blo- 
quants ». Les malades indemnes de brucellose ne possédent pas de tels 
anticorps. 

Les suspensions de Brucella sensibilisées par ces sérums « bloquants » 
sont rendues inagglutinables par un sérum spécifique anti-Brucella. 

La suspension de Brucella en sérum humain est directement agglu- 
tinée par de tels sérums « bloquants ». 

Il semble que la présence d’anticorps « bloquants » ne renseigne pas 
sur l’état clinique actuel du sujet, mais seulement sur le fait qu’il 
héberge des Brucella. 
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Effét bloquant du sérum 


quand une agglutinine connue est ajoutée au mélange ; 
sérum de malade-antigéne brucellique (séro-diagnostics de Wright négatifs). 


I. Sérums de malades indemnes de brucellose (33): absence de pouvoir blo- 
quant a tous les taux de dilution au sérum 
Il. Sérums de brucelliques : blocage par le sérum dilué au 


Ree Ric eee toe thoes 
10’ 20’ 40’ 80’ 160’ 320’ 640° 4.200’ 
2 7 4 0 0 5 2 4 nombre de sérums (21). 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine 
et Centre de Recherches sur la Fiévre ondulante. 
[Professeur L. Carrére, Montpellier.) 


ETUDE BIOLOGIQUE DU LIQUIDE DE CONDENSATION 
PRODUIT AU COURS DE LA COAGULATION 


DES MILIEUX SOLIDES A L’'HUF TYPE LOWENSTEIN 
SON INFLUENCE 
SUR LA VEGETATION DU BACILLE DE KOCH 


par F. TISON. 


Cette étude porte sur le milieu de Lowenstein modifié par Jensen, 
coagulé en une fois 4 83°, pendant une demi-heure. 

On préconise souvent de rejeter avant usage le liquide de conden- 
sation pour éviter une dilution trop grande de |’inoculat. Notre procédé 
de culture (1) réduisant sensiblement la quantité & ensemencer, nous 
avons jugé inutile de le rejeter. Mais quel rdle joue-t-il alors sur la 
végétation du bacille tuberculeux ? 

C’est ce que nous avons voulu éludier, 

1° Conditions de formation du liquide. — Au sortir du coagulateur, 
le verre du tube se refroidit rapidement. Par contre, la masse du 
milieu, en restant longtemps chaude, continue & émettre de la vapeur 
d’eau qui se condense sur les parois refroidies. Ce petit alambic pro- 
duit 0,5 em* environ de liquide ; plus, si les tubes sont capuchonnés 
avant la coagulation. 

I] s’agit, au début, d’eau distillée pure, parfailtement claire et fluide. 

Mais i] s’établit dans les jours qui suivent des échanges osmotiques 
avec le milieu solide. La composition tend alors vers une limite de 
concentration qui est voisine des données suivantes 


Ob yO oe ene CRP Geom imran A pce tt SUIGIAN Vey 
PHOSPHALtE\CISGCIGIIG yet. tls she ye. seen ry cea ane 0545 see 
A SPBPEGING 6 Winn fe), si ges ikee ee) alae ae se ee ne mC 
Citrave Magne6sie:., < ..s 4ee.o aa oie Pn oer s 
Sulfate Magndsie:sw,. 5 eee sere on es Gee ee OA 
PGoule:: catty ees ae 


(1) F. Tison, ces Annales, 1949, 77, 313. 
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Il s’y ajoute en outre des oligo-éléments et vitamines présents dans 
Voeuf. 

Aprés une semaine, le liquide devient louche, sa tension superfi- 
cielle se modifie et il devient sirupeux. Ceci est dti A la double présence 
de la glycérine et de l’amidon. 

2° Concentration en glycérine. — Le premier effet de la glycérine est 
probablement physique : la solution devient « mouillante » et favorise 
le départ rapide des colonies de bacilles humains sur le milieu solide. 

Nous avons voulu étudier l’action de la glycérine A l’exclusion des 
autres éléments. Des émulsions homogénes ont été faites & partir de 
10 souches différentes de bacille tuberculeux. Une goutte de chaque 
émulsion a été reportée dans 2 cm® des solutions suivantes : 

Sérum physiologique, eau distillée et eau glycérinée A 0,25, 1, 2, 4, 
10 p. 100. 

Ces 2 cm’ étaient répartis sur 3 tubes de Jensen. 21 tubes ont donc 
été ensemencés pour chaque souche, soit 210 tubes en tout. 

Les résultats ont été concordants : 

Les repiquages ont poussé sur tous les tubes. 

L’apparition des colonies a été plus précoce (quatre jours) pour des 
concentrations de glycérine de 1 a 2 p. 100. 

La pousse a été plus abondante sur ces mémes tubes. 

L’eau distillée et le sérum physiologique ne semblent pas favorables, 

L’aspect des colonies n’est pas modifié pour ces concentrations. 
Sartory et Meyer (2) ont montré qu’il fallait des concentrations plus 
fortes pour obtenir des modifications morphologiques et tinctoriales 
importantes. 

En conclusion, la présence de 0,75 p. 100 de glycérine dans le liquide 
de condensation ne peut pas avoir d’effet nocif. Elle favorise, au 
contraire, les échanges nutritifs avec le milieu (8). 

3° Action des produits de distillation du coton, — Certains auteurs 
ont attiré l’attention sur l’effet néfaste que pourraient avoir les gou- 
drons dégagés par le chauffage des cotons pour la stérilisation a sec. 
Ces produits de distillation auraient un certain pouvoir empéchant le 
développement du bacille de Koch dans les milieux liquides, type 
Dubos. 

Nous n’avons pas constaté un tel effet sur les milieux solides. Mais 
nous nous sommes demandé si le liquide de condensation ne pouvyait 
recevoir des produits solubles dont l’action serait 4 redouter. 

Dans ce but, trois paquets de 20 g. de coton cardé ont été stérilisés : 

Le premier a l’autoclave vingt minutes A 120°. 

Le deuxiéme au four Poupinel une demi-heure a 180°. 

Le troisiéme par flambage et extinction immédiate. aT 

Les deux premiers procédés sont en effet utilisés pour la stérilisation 
des tubes bouchés au coton et destinés 4 recevoir les milieux. Le flam- 
bage précéde l’obturation définitive avant capuchonnage. 

Ces trois paquets furent ensuite introduits dans des ballons avec 
90 cm? d’eau bidistillée. Un séjour de quinze minutes a J’autoclave 


(2) A. Sartory et J. Meyrr, C. R. Ac. Slay 1947, 224, 607. 

(3) Nous n’avons plus utilisé depuis, que Yeau glycérinée 4 1 p. 100 pour 
tous nos repiquages (streptomycino-résistance, étude de souches, etc.). 
Le sérum physiologique a été écarté de cet usage. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 78, n® 6, 1950 54 
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d 120° a pour but alors d’extraire les substances diffusibles. Apres 
expression des cotons, le jus obtenu était clair pour le n° 1, légérement 
ambré pour le n° 2, franchement teinté pour le n° 3. 

Une certaine quantité a alors été ajoutée & des tubes de bouillon 
nutritif et des tubes de milieu de Léwenstein-Jensen. Ces tubes étaient 
répartis en quatre groupes 


4° Addition d'eau distillée 0, 25.ems? "10,50! cme 4 cm’ Témoins. 
2° Addition de jus, n° 4. 0.25 cm® | 0,50 cm!’ 4 ero® 
3° Addition de jus, n° 2 0,28 cm® | 0,50 cm* 4 em’ 
4° Addition de jus, n°. 3 0,25 em* 7/0550) cm* 4 Femn* 


Le bouillon a été ensemencé de souches de pneumocoques et de 
staphylocoques non entrainés par repiquage. 

La culture n’a pas été entravée en 2°, 3° ect 4° par rapport au 
témoin n° 1. 

Le milieu de Jensen a été ensemencé avec des souches de bacilles 
de Koch (8 souches). Méme résultat. 

Des essais faits 4 partir de produits pathologiques pauci-bacillaires 
ont donné les mémes résultats. 

En conclusion, méme en dépassant largement les conditions usuelles, 
la présence de substances diffusées & partir des cotons stérilisés ou 
flambés ne semble ralentir en aucune facon la végétation des bactéries, 
méme des bacilles de Koch, ftit-ce 4 partir d’inoculats minimes. 

Nos conclusions rejoignent celles de Gernez-Rieux (4). 

figs 

I] résulte des constatations précédentes que le liquide de conden- 
sation ne doit pas géner la végétation des bacilles tuberculeux. 

Restait a le vérifier. 

4° Culture sur liquide séparé. — Nous avons prélevé A la pipette le 
liquide d’une série de tubes préparés depuis plusieurs jours, et l’avons 
reporté dans un tube stérile. 

Ce liquide isolé, ensemencé avec une suspension de bacilles et porté 
a Vétuve donne un développement rapide de rubans et circonvolutions 
de bacilles acido-résistants. La fixation de l’étalement a l’alcool méthy- 
lique et sa coloration par le Ziehl donnent des images remarquables 
analogues a celles représentées par Gernez-Rieux (4). 

5° Cullure sur lames. — Et. Bernard et Kreis (5) ont divulgué en 
France la méthode de culture sur lame dans un milieu liquide. 

Nous avons eu des résultats aussi rapides avec la méthode suivante 

Une lame est coupée en deux selon sa longueur. L’étalement est 
traité, pour élimination de Ja flore associée, selon le procédé recom- 
mandé par Et. Bernard et B. Kreis. La demi-lame est alors déposée 
face contre le milieu solide coagulé. Le liquide de condensation, par 
capillarité, ne tarde pas & former une couche continue entre lame et 


(4) Gernez-Rieux, Sevin et Spy, Annales Inst. Pasteur de Lille, 1948, n° 1, 
175: 


(5) Et. Bernarp et B. Kreis, ces Annales, 1949, 77, 633. 
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milieu. Aprés quatre d sept jours, la lame est récupérée, séchée, fixée 
? r . r . . 

a Valcool méthylique et colorée. Les rubans et circonvolutions sont 

alors nettement mis en évidence. 


6° ConcLusions. — Le seul inconyénient du liquide de condensation 
est une augmentation de volume de l’inoculat. 

Cet inconvénient n’existe pas pour les repiquages ou pour les ense- 
mencements a partir de produits pathologiques aprés centrifugation (1). 

Par sa composition, ce liquide n’a aucune action empéchante, il est 
lui-méme un milieu de culture favorable, et par son action mouillante, 
il favorise le départ des colonies. 

Les produits de distillation du coton qu’il pourrait dissoudre n’ont 
pas d’action néfaste. 


(Sanatorium de Praz-Coutant [Haute-Savoie].) 


PRECISIONS SUR UNE METHODE DE NUMERATION 
DES CELLULES DE LEVURES 


par Ta. SANDOR. 


Cette méthode a été mise au point en 1946 par O. Balazs et Th. San- 
dor (1), qui l’ont utilisée au cours d’expériences tendant A prouver 
V’existence de la radiation mitogénétique. Le but de la présente note 
est de l’examiner de facon plus approfondie. 

L’intérét de la mise au point d’une telle technique résidait dans le 
fait qu’on ne disposait jusqu’ici d’aucun moyen de dénombrer les 
cellules de levures avec une marge d’erreur inférieure 4 + 2 4 6 p. 100. 
En effet, la méthode turbidimétrique, qui est sans doute la plus pré- 
cise des techniques existantes, comporte une marge d’erreur de cet 
ordre. Afin d’obtenir une précision plus grande, Balazs et Sandor ont 
basé leur technique sur un dosage oxydimétrique (marge d’erreur infé- 


rieure 4 +1 p. 100). 


Technique. — Les cellules de levures sont isolées du milieu liquide par 
centrifugation et, aprés élimination des traces de milieu résiduelles, on les 
oxyde au moyen d’une solution 0,001/N de bichromate de potassium. Par 
titrage iodométrique on détermine la quantité de K,Cr,O, utilisée dans la 
réaction, quantité qui se révéle proportionnelle au nombre de cellules 
présentes. Etant donné que leau distillée elleméme consomme de Joxy- 
géne, on tient compte de cette consommation, en Ja ramenant dans tous 
les cas A une quantité standard d’eau distillée. 

La culture de levures est centrifugée 4 4.500 tours/minute. Apres décan- 
tation du milieu, on met les cellules en suspension dans de leau distillée 
et on centrifuge & nouveau cette suspension. Il est nécessaire de répéter 
cette opération au moins deux fois, jusqu’a ce que la consommation d’oxy- 
gene de l'eau distillée utilisée pour la purification corresponde 4 celle de 


(1) Université Péler Pazmdny, Institut de Physiologie végétale, Budapest, 
1945-1946. 
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Teau distillée normale. A la quantité désirée de levures on ajoute 1 cm* 
de K,Cr, meee 0,001/N et on acidifie le mélange avec 1 cm? d’acide sulfu- 
rique 1/N. Au bout de quinze minutes on ajoute quelques cristaux d'iodure 
de potassium (environ 0,3 g.) et aprés une minute trente secondes on 
mesure la quantité @iode-élément libérée par Vexcés d’oxydant au moyen 
dune solution @hyposulfite de sodium 0,001/N, en utilisant quelques gouttes 
d'amidon comme indicateur. 

Etude du mécanisme de la réaction. — L’oxydation ne provoque 
aucun changement morphologique visible des cellules et il est évident 
qu’il s’agit d’une réaction portant sur la couche adsorbante de la 
membrane cellulaire. Le but de nos expériences était de préciser la 
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relation entre la quantilé de levures et celle d’oxydant consommé 
aimst que Vinterprétation physico-chimique de la réaction. Nous avons 
ulilisé des souches de Saccharomyces ruber lacti et de Saccharomyces 
pathogenes de la collection de l'Institut Pasteur, Cultures sur milieu de 
Czapek-Dox (adaptation & ce milieu apres le deuxidme passage et vitesse 


de pousse suffisante). Afin de préciser la connexion entre les quantités 
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de levures et la consommation d’oxydant, nous avons effectué des essais 
sur des quantilés variables de levures avec toujours 1 cm* de KeCr, OF; 
et en mesurant la consommation d’oxydant en tenant compte de la 
consommation d’oxygéne propre & un volume standard de 2 cm® d’eau 
distillée. Les courbes suivantes montrent ce rapport [fig. 1 (*) |. On remar- 
quera que la fonction n’est pas linéaire. Pour l’analyse pratique, la 
fraction initiale des courbes (A-B), pratiquement linéaire, est de la 
plus grande utilité. La forme des courbes est trés semblable 2 celle 
d’une isotherme d’adsorption, qui correspond A la courbe de la quan- 
lité relative adsorbée en fonction de la quantité relative d’adsorbant. 
Nous reviendrons ci-aprés sur l’analyse de ces courbes. 

En second lieu, se posait le probléme de savoir si l’oxydation provo- 
quait des altérations de Ja membrane telles qu’une deuxiéme oxydation 
soit rendue impossible, ou bien si une seconde oxydation avait des 
effets différents de la premiére. Afin d’élucider cette question, nous 
avons effectué les essais suivants. Aprés le dosage, la suspension est 
récupérée, centrifugée et lavée 4 l’eau distillée. On pratique alors un 
deuxiéme dosage. Ces essais ont montré que le mécanisme de cette 
deuxiéme oxydation est le méme que celui de la premiére et qu’on 
obtient une courbe de forme identique, celle-ci s’inscrivant toutefois 
plus bas que la précédente. La figure 2 représente ces deux courbes. 
On voit que la méme réaction doit se produire lors de la deuxiéme 
oxydation, mais a une vitesse moindre. 

Tous ces résultats semblent tendre vers cette conclusion qu’il s’agit 
Wun mécanisme complexe, ot le réle de l’adsorption se révéle le plus 
important. On peut donc se demander si la consommation d’oxydant 
ne doit étre attribuée qu’a l’adsorption, ou si l’on est en présence d’un 
mécanisme mixte ott entrent en jeu a la fois adsorption et oxydation. 
Dans le premier cas, l’allure de la courbe de Ja deuxiéme oxydation 
s’expliquerait par le fait que la couche adsorbante de la membrane 
se trouve alors dans un état de saturation presque compléie, d’ot: la 
situation plus basse de cette courbe. Il était essentiel de résoudre cette 
question. 

Les essais suivants ont été effectués & ce sujet. Une suspension de 
levures est divisée en deux fractions. La premiére est soumise au pro- 
cessus ordinaire. Pour la seconde, on n/acidifie l’oxydant qu’au bout 
de quinze minutes d’oxydation, soit juste avant l’addition d’iodure 
de potassium. De la sorte, la réduction de l’oxydant est entravée et 
toute la consommation d’oxydant est alors due 4 l’adsorption produite 
sur la membrane des Saccharomyces. On a obtenu Jes courbes sui- 
vantes (fig. 3). ; 

Interprétation analytique des courbes. — Les résultats obtenus tendent 
A prouver que la consommation d’oxydant est liée a Vadsorption. On 
peut supposer que les courbes expérimentales peuvent étre assimilées 

“y une isotherme d’adsorption, ot la quantité relative adsorbée est fonc- 
tion de la quantité relative d’adsorbant. Une telle isotherme peut étre 
représentée par l’équation : 

z=a.miln, 


ot x est la quantité relative adsorbée (consommation de se Cr, 0, O,00 IN, 


(*) Fig. 1 : Au lieu de n/1.000 K,0,0,, lire N/1.000 K,Cr,0,. 
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en centimétres cubes), m la quantité relative d’adsorbant (volume de la 
suspension de levures en centimétres cubes), et a et 1/n des constantes. 
Cette formule présente une certaine similitude avec J’isotherme 
d’adsorption de Freundlich. 

Les valeurs de x calculées d’aprés cette formule se sont toujours 
montrées inférieures 4 celles obtenues expérimentalement. Ce fait est 
intéressant, surtout en ce qui concerne les courbes paralléles obtenues 
pour l’adsorption et pour l’oxydation (voir fig. 3). Dans ce cas, la 
courbe calculée se situe entre les deux courbes expérimentales. Ces 
données corroborent l’hypothése suivant laquelle la réaction se déroule 
en deux phases : adsorption et oxydation. Les tangentes A ces courbes 
sont naturellement différentes, car les valeurs calculées sont des valeurs 
approximatives et moyennes, et l’oxydation provoque une déformation 
de ces courbes. Il n’est pas possible de différencier quantitativement 
le réle de l’adsorption et celui de l’oxydation, mais une telle différen- 
ciation est sans importance. Le tableau suivant donne quelques valeurs 
de g se correspondant, calculées et expérimentales. 

Les valeurs figurant dans ce tableau sous la rubrique III correspondent 
a la courbe obtenue par adsorption, celles figurant sous la rubrique IV 
a celles obtenues par oxydation. Les graphiques suivants ont été établis 
suivant ces données. 


£8. G 

m a 4/n 
exp calc. 
0,2 0,030 0,040 

I 0,8 0,282 0.247 Pe We 0,868 
Ayn) 0,578 0,513 
0,4 0,315 0,315 

{1 0.8 0,495 0.333 2,689 0,114 
2.0 0.643 0,585 
0,4 0,000 0.044 

Il 0.6 0.066 0,066 0,41 4.0 

4,0 0,110 0110 
0.4 0,998 6,099 

1V 0,6 0.168 0,145 222 0,934 
Ned) 0,240 0,180 


Hypothése sur le mécanisme de la réaction. On doit probablement 
interpréter les phénoménes analysés dans le présent travail de la fagon 
suivante. L’oxydant est consommé de deux maniéres pendant le temps 
d’oxydation : 1° il est adsorbé par la couche adsorbante de la mem- 
brane des cellules et il se réduit partiellement en oxydant les matiéres 
organiques présentes dans cette couche ; 2° ultérieurement, les matiéres 
oxydées et l’oxydant réduit diffusent dans la solution ; la perméabilité 
de la membrane étant augmentée par le processus (ce fait est prouvé 
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par la disparition presque totale du pigment carotinoide du Saccharo- 
myces ruber lacti aprés la premiére oxydation), de nouvelles matiéres 
sortent de la cellule, et une quantité supplémentaire de bichromate 
est adsorbée pour remplacer ]’oxydant réduit. De nouveau, une oxyda- 
tion se produit, et tout le processus recommence jusqu’a ce que la 
couche adsorbante soit saturée de matiéres oxydées. Si seule l’oxyda- 
tion entrait en jeu, les courbes seraient linéaires ; si l’adsorption seule 
consommait de l’oxydant, le phénoméne suivrait strictement l’iso- 


0,007 KaCry07 0,007 N 
OF Een 0.7 | K2Cr207 
0,6 : 0,6 
OFS OD 
0,4 0,4 
O73 0,3 
0,2 0,2 
Ol Orn 
3 Aenean DE pee cm? SUSPENSION DE LEVURE 


cm3 . f 
SUSPENSION DE LEVURE 


Fic. 4. 


therme. La superposition des deux processus fail que Von obtient les 
courbes caractéristiques décriles, courbes qui sont reproductibles avec 
une marge d’erreur inférieure & + 1 p. 100. 


Résumé. — 1° On a établi Vutilité de la méthode oxydimétrique 
par dosage de K,Cr,O, 0,001 N, pour la détermination de Ta différence 
relative des nombres de cellules de levures ; cette méthode comporte 
en effet une marge d’erreur inférieure & + 1 p. 100; 

2° La consommation d’oxydant en fonction de la quantité de levures 
de Ja suspension est représentée par des courbes correspondant approxi- 
mativement a l’équation 


r=a.min, 
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ou £ est la consommation de bichromate de potassium, m la quantité 
de levures en suspension, et a et 1/n des constantes : 
3° La réaction est un processus mixte, dans lequel Vadsorption 
modifie la réaction linéaire de l’oxydation. 
(Institut Alfred-Fournier [Service de M. C. Lrvaprr1].) 
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— de la maladie de Newcastle en Tunisie. , ; 

— de la mosaique du tabac. Comparaison entre VextratiGn au 
— — — par voie mécanique et sous l’action des enzymes du 
tube digestif de Vescargot . ra ee ee PM oes 

— d’hépatite épidémique. Souche de — — —. Lésions _histolo- 
giques du foie d’embryon de poulet . eps 

— du groupe lympho-granulomatose-psittacose. ACKGH in re des 
antibiotiques. gs CER be a ee entry) ae 
—- lympho- ianalbeahede Antagonisme entre le — — et le Tre- 
ponema pallidum . ie bet ee cle 

— poliomyélitique. Voir Maladie de Teschen. 

— rabique. Inclusions négriformes en culture de tissu nerveux 
en Vabsence du — — . 
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DU TOME 78 


Notice nécrologique. 


+- N.-F. Gamarera (1859-1949). 


Apperr (J.). — Voir Wuixocrapsky (Héléne). 

Aranasiu (P.). — Action du borate de phényl mercure sur les virus 
de la yariole aviaire, de la vaccine, de la rage et de la 
maladie de Newcastle 

Aupert (J.-P.). — Voir Hooreman (M.). 

Baper (R.-E.) et Hencen (R.). — Recherches épidémiologiques sur 
l’épidémie d’encéphalite survenue dans le Palatinat, de 
1947 A 1949 neg Dee ee 

Barty (J.). — Voir Remurincer (P.). 

Barsier (P.). — Voir FasQueixe (R.). 

Barskr (G.). — Adaptation de la méthode des tubes roulants a la 

technique de culture de lissus sur membranes plastiques. 
et Maurin (J.). — Action in vitro de la pénicilline, de la 
streplomycine, de l’auréomycine et de la chloromycétine 
sur les virus du groupe lymphogranulomatose-psittacose. 

— Inclusions négriformes en culture de tissu nerveux en 
Vabsence du virus rabique 

Becouter (G.). — Voir GurmLaumie (Maylis). 

Benvoye (A.). — Isolement d’Hemophilus pertussis sur milieu addi- 

lionné de suc allantoidien d’ceuf de poule ineubé. 

Voir Carraz (M.). 


~ et Brerre (R.). — Etude d’une souche de virus d’hépatite 
épidémique. Lésions histologiques d’embryon de poulet. 
Biane (G.), Bruneau (J.) et Cuasaup (A.). — Quelques essais de 


transmission de la toxoplasmose par arthropodes piqueurs. 
Bianpin (A.). — Voir Maran (R.). 


PLUM-EMERIQUE (L.). — Voir Want (R.). 
Boyer (F.), Troestrter (Me J.) Risr (N.) et 


TARONE) (G1). — 
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541 


481 


998 
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Recherches sur le mode d’activité des sulfones. Il. Etude 
analylique 


Branaigr (J.-B.). — Voir Brusov (J.). 
Bretre (R.). — Voir Berroye (A.). 
Brisou (J.). — A propos de Salmonella et de Shigella coli. 
— et Branerer (J.-B.). — Le test de séro-protection dans les 
infections typho-paratyphoidiques 
Bruneau (J.). — Voir Buane (G.). 
Brycoo (E.-R.). — Absence de pouvoir pathogéne, pour le singe, 


des anaérobies du genre Actinobacterium . ae 
— Recherches sur l’hémolysine de Clostridium Beatie DE 
— Voir Prévor (A.-R.). 


Burrraux (R.) et Kesretoor (A.). — Mutations in vivo chez un 
paracolobactrum < Vee ee ee ee 
— Le Minor (L.) et Kesretoor (A. , — Les Salmonelloses dans 


le Nord de la France . See, Se. ae 
Caenant (P.), Sartory (A.) et Meyer (J.). — Contribution ad l’étude 
des propriétés biologiques des acides gras ramifiés. Hl. Sur 
les propriétés physiologiques de l’acide g-g-diméthyl-w- 
tridécylénique et de quelques autres acides g-a-disubstitués. 
— Voir Sartory (A.). 
Carraz (M.) et Berroyr (A.). — Utilisation d’un milieu de Chapman 
modifié pour la détermination de Ja contamination de lair 
par les staphylocoques . 
— Voir SEDALLIAN (P.). 


Caucay (L.). — Voir Verce (J.). 

CHABANIER (M™¢ P.). — Voir Mercier (P.). 

Cuapaup (A.). — Voir Buianc (G.). 

Cravieras (J.). — Voir Corpier (Georgette). 

Conen (G.-N.). — Voir Conen-Bazrre (Germaine). 

Conen-BazrrRE (Germaine) et Conen (G.-N.). — Etudes sur Ja fermen- 
tation acétono-butylique. — III. Formation de butyrate a 
partir de §-hydroxybutyrate et d’acétylacctate ‘ 

CorviER (Georgette), CLAvieRAS (J.) et Ounats (A.). — De quelques 


recherches consacrées au virus de la maladie de Newcastle 
en Tunisie . : ‘ 2 
— — — La réaction de Biel Septaee a " Fecherchs ace anli- 
corps dans la maladie de Newcastle . : 
— — — Vaccination contre la maladie de New ats en Fanisie: 
Cornuet (P.). — Voir LimasseEr (P.). 
Crorssanr (Mle O.). — Voir Levanrri (J.-C.). 
Croson (M.). — Voir Lemorene (M.). 
Dense (F. van), Seys (R.) et Macnorpa (F.) — La taille des germes 
composant le vaccin BCG d’aprés le milieu d’entretien ; 
son importance. pour le dosage du vaccin . 
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Deise (F. van), Seys (R.) et Macuorpa (F.). — Voir Vaxris (J.). 

Devaupe (A.-M.). — Voir Karxson (G.). 

Deraunay (Marcelle). — Voir Guimtaumie (Maylis). 

DervicHIAN (D.-G.). — Des conditions d’action des substances diles 
« superficiellement actives » sur les micro-organismes 

Desrompes (P.). — Voir Frocu (H.). 

Dusos (R.) et Nourrtarp (Henriette). — Milieux semi-synthétiques 
\ Valbumine pour la culture des bacilles tuberculeux 

Ducuoy (L.). — Précisions sur la flore strepto-entérococcique en par- 
ticulier au cours de l’infection grippale saisonniére 

Dupuy (P.). — Voir Hooreman (M.). 

Epiincer (E.). — Etude de lVaction antibiotique in vitro de la chlo- 
romycétine sur quelques Salmonella... . . . 

— et Facurr (M.). — Antibiotiques et lyse bactériophagique. — 
IV. Etude, au microbiophotométre, de l’action conjugée du 
bactériophage et de la streptomycine sur la culture d’un 
staphylocoque blanc 


Eyquem (A.), — Voir Barsxt (G.). 

Fasre (M.). — Voir Gumiaumige (Maylis). 

Facuer (M.). — Voir Eprincer (I.). 

FasQueLLe (R.) et Barsrer (P.). — Essai d’abaissement in vilro 


de Ja résistance de certains staphylocoques aux anti- 
bioliques. nh @ Pa eee MES Torii Je 
Fiocu (H.) et Desrompss (P.). Supériorité pratique de la diamino- 
diphényl-sulfone (1358 F) sur les sulfones disubstituées, 
dans le traitement de la lépre 
Genpron (Y.). — Voir Limasser (P.). 


Grrvez-Rieux (Ch.) et Tacgurr (A.). — Réactions d’hémagglutina- 
tion pratiquées comparativement avec l’antigéne type 
Middlebrook et Dubos et avec Ja tuberculine précipitée. 

Girarp (G.). — Isolement d’une souche humaine de Past. tula- 
rensis par ensemencement direct de la sérosité des lésions 
cutanées ih Sa ee 

Giuntini (J.). — Voir Levanirr (J.-C.). 

— Voir Tcnan (Y.-T.). 

Gorer (P.). — Voir Vercr (J.). 

Grapar (J.). — Voir Neen (R.). 


Grasset (E.). — Variante eugonique du type murin du bacille 
tuberculeux (études bactériologiques et expérimentales). 

Greer (N.). — Culture d’une souche de Bacillus megatherium, 
en railieu synthétique glucosé. Sporulation par pénurie de 
zinc en présence de calcium, a A, 

Guerin (M™ A), — La survie du bacille lyphique Vi et de son bac- 
tériophage dans l’eau 
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— Sur l’apparition d’éléments coccoides 4 partir d’une souche 
de Clostridium perfringens contaminée par le bactério- 


phage : 
GUELIN (M™ A.) et Keeeemn (A). — Antion ae hactentownete sur m 
toxicité des cultures jeunes du Cl. perfringens type A. 
GuILLAUMIE (Maylis) et Krécurr (A.). — Nouvelles recherches sur 
les hémolysines cane ae CCN pes ae 
— Krécvuer (A.) et Fasre (M.). Action ae la chaleur sur la 


toxine perfringens ; F 
— Mrcueyiren (Slava), DeLaunay eAMaseetley et Becounet (G.). -- 
Détermination du titre anti-collagénasique des sérums anti- 


perfringens Ss aR att | RS i AY eter 
— — — — Etudes sur le collagéne. — IV. Evaluation de 
activité collagénasique de la toxine perfringens. 
GuTMANN (A.). — Voir Lworr (A.). 


Haupuroy (P.) et Rosser (W.). a terminologie em- 
ployée dans |’étude des anlibiotiques (sensibilité, résistance, 
dépendance) ake ieee 

— -—— Etude de la tolérance vis-a-vis de si ace beat cine d’élé- 
ments isolés prélevés dans une population bactérienne . 

— — Etude du mécanisme d’acquisition de la tolérance, vis-d- 
vis de la streptomycine, d’éléments isolés prélevés dans 
une population bactérienne 

Hencer (R.). — Voir Baper (R.-E.). 

Hooreman (M.), AuBert (J.-P.), Lemorene (M.) et Dupuy (P.). — Sur 
la destruction du 2-3 butanediol et de l’acétoine par les 
microbes. — If. Utilisation du 2-3 butanediol par B. mega- 
therium Se sb nace eich eal ie MPN, sees lel a 

— — — et Mirer (J.). — Sur la destruction du 2-3 butane- 
diol et de l’acétoine par les microbes. — I. Cas du Bacillus 
subtilis . aS 

Isprr (S.). — Voir Piuuer (J.). 

JossERAND (A.). — Voir Moren (A.). 

Jousert (L ). — Voir VERGE (J.). 

Jupe (A.). — Voir Nicoxxe (P.). 

Jumarp (J). — Voir Sommer (R.). 

Kap (J.-G.). — Voir Monet (A.). 

Karson (G.), DELAUDE (A.-M.) et NeepHam (G.-M.). — L’emploi de 
gélose au jaune d’ceuf pour la mise en évidence des bacilles 
tuberculeux résistants 4 la streptomycine . é 

Kaurrmann (J.). — Recherches sur la physiologie des asisoacter 
en association avec certains germes oligonitrophiles du sol. 

Kepes (A.). — Accumulation des substances dissoutes par les corps 
microbiens. Etude quantitative par polarographic. — I. 
Fixation du bleu de méthyléne . 

Krsrevoor (A.). — Voir Burrracx (R.). 
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Krécuer (A.). — Voir Guenin (M™ A.). 
— Voir Gumiaumie (Maylis). 
Lapryre-Mensic\ac (P.). — Voir Want (R.). 
Larrerrave (Colette) et Macarsosur (Michel). — Recherches bio- 
chimique sur le mode d’action de la polymyxine 
Le Mryor (L.). — Voir Burrraux (R.). 
— Voir Neex (R.). 
— Voir Nicotze (P.). 


Lemorcye (M.). — Voir Hooreman (M.). 
— Praup Lenoiin (C.) et Croson (M.). — Assimilation des acides 
acétylacélique et g-hydroxybutyrique par B. megatherium. 
Lenoii (Péaud C.). —Voir Lemoiene (M.). 
Lépme (P.). — Voir Lervapitr (J.-C.). 
Lipine (P.) et Avayastu (P.). — Sur le phénomeéne d’interférence 


entre la maladie de Teschen et le virus poliomyélitique 
(souche Lansing) bate. 
Levapirr (J.-C.), Lépruve (P.), Grunrini (J.) ct Croissanr (M" O.). — 
Modifications apportées par ombrage métallique d laspect 
des coupes histologiques obseryées A aide de la micro- 
scopie en lumiére blanche ou de la microscopie en fluores- 
cence Ne eh, Ce Fo a ene he 
et VaisMan (A.). — Antagonisme entre le virus lymphogranu- 
lomateux et le Treponema pallidum a : 
— — Effets antituberculeux exercés par la streplomycine chez 
les souris contaminées par les souches de bacilles acido- 
résistants H. 512, BCG et 607 
Limasser (P.), Cornnurr (P.) et GenpRon (Y). — Comparaison entre 
Vextraction du virus de la mosaique du tabac par voie 
mécanique et sous |’aclion des enzymes du tube digestif 
de lescargot, 


Linz (R.). — Sur le mécanisme de laction de la streplomycine. — 
IH. La résistance A la streplomycine 

Lison (1..). — Voir Mursaars (W.). 

Loiseveur (J.) Lavee Vassistance de M"@ M. Sauvace]. — Formation 
el propriétés de la fonction-anticorps correspondant aux 
molécules organiques de faible poids moléculaire. . 1 et 

Lounemo (J.-A. de). — Sur Vefficacité de Vimmunisation préven- 
tive contre la coqueluche : Pes 

Lworr (A.) et Gurmann (A.). — Recherches sur un Bacillus mega- 

° therium lysogene. eee 

Macnesoeur (Michel). — Voir Larrerranr (Colette), 

Macnoupa (F.). — Voir Drinst (I. van). 

Maueras (J.). — Voir Pritvor (A.-R.). 

Manicautr (P.) et Tcuan (Y. T.). — Utilisation pratique dun pose- 


métre en photomicrographie 
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Marar (R.). — Voir Sepavuian (P.). 
Marau (R.) et Branpin (A.). — Action de la streptomycine et du 


para-amino-salicylate de soude (P. A. 8S.) dans la tuber- 
culose expérimentale du cobaye. 
— — Etude in vitro de V’action du para-amino-salicylate de 

sodium (P. A. S.) : 1° Sur la sensibilité des souches de B. K. 
4 la streptomycine ; 2° sur le pouvoir bactériostatique de 
la streptomycine . SM San cette 

Maupin (B.), sous la direction de M. J. Jumzarp, avec la collabora- 
ration de Bonnen (P.-H.), Perror (H.), Henarr (F.), 
Arpry (R.), Gaary (R.) et Roperr (M.-P.). — Etude de la 
formol-gélification du sérum parallélement a la réaction au 
thymol et a la sérologie syphilitique 

Maur (J.). Voir Barskxr (G.). 

Mercier (P.). — Voir Pitzer (J.). 

Mercier (P.), Pruuer (I.) et CHABANTER (M™e P.). — Détermination 
des types de staphylocoques par l’agglutination . 

MEYER (J.). — Voir Caenant (P.). 

— Voir Sartory (A.). 

Mitrer (J.). — Voir Hooreman (M.). 

Monop (J.) et Torrrant (Anne-Marie). — De l’amylomaltase d’Esche- 
richia coli . Pe gee ee) CL ae ae en ee eee 

More (A.), JosseRAnD (A.), WraLLierR (J.) et Karp (J.-C.). — Effet 
sur l’accroissement d'une tumeur expérimentale du rat 
blane (souche T8 de Guérin), de l’administration par voie 
buccale d’un complexe ferrico-sodique de l’acide tartrique. 


Mourgau (M.). — Etude du potentiel d’oxydo-réduction de la gélose 
profonde eS ee on, See 

Mrcuevircu (Slava). — Voir Guittaumie (Maylis). 

Murerminca (S.). — Voir Saimr-Prix (L.). 

Mursaars (W.) et Lison (L.). — L’action antimétachromatique de 
la streptomycine ee ee ha Ee en ae Be 

NepeLkovitrcu (J.). — Mode de multiplication du bacille de Koch. 
Morphologie du bacille et de ses colonies. Quelques sources 
d’erreurs ay Met = Behan 

Neepuam (G.-M.). Voir Karison (G.). 

Neer (R.), Grapar (J.) et Le Minor (L.). — Salmonelles et Salmo- 


nelloses A Madagascar de décembre 1946 a mai 1949 . 
— Voir Szrurm (S.). 
Nicre (L.). — De l’action combinée de l’antigéne méthylique et de 
la streptomycine sur la tuberculose du cobaye et du lapin. 
Nicotis (P.), Juve (A.) et Le Minor (L.). — Relation entre Vinten- 
sité de Virisation présentée par certaines colonies de Sal- 
monella ct leur constitution antigénique. 
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NismaN (B.) et Viner (G.). — Le mécanisme enzymatique de la réac- 
tion de désamination couplée chez les bactéries anaérobies 
strictes du groupe Cl. sporogenes 

Nourriarp (Henriette). Voir Dupos (R.). 

Ounars (A.). — Voir Corvier (Georgette). 

P’An (H. S.), Touan (Y. T.) et Pocnon (J.). — Etude cytologique de 
P. pestis soumis & Vinfluence du bactériophage spécifique. 
— II. Etude de la cellule par la méthode de Robinow au 


violet, Cristal. ace, @7aee Ne csr) ese Ean Cebiasin eager aan 
Piécnaup (D. et M.). — Voir Szrurm (S.). 
Pitcer (J.), Isp (S.) et Mercier (P.). — Etude biologique des sta- 


phylocoques d’origine animale . 
— Voir Mercier (P.). 
Pocnon (J.). — Voir P’An (H. S.). 


Prévor (A.-R.) et Brycoo (BE. R.). — Etude de la premiére souche 
dew Cl vy OObwlinimys Dye 9c nc (one yaa tet ek oe 
— et Mareras (J.). — Recherches sur l’hémolysine de Cl. sor- 
CeUtt Ky Me re OTe) RS) eR ane ey eed ere 
Kembmcer (P.) et Batiy (J.). — Le choc dit phéniqué est un choc 
lapinique. me 20 
Renoux (G.). — Anticorps bloquants dans le sérum de sujets bru- 
celliques. — I. Leur mise en évidence 


Reynes (V.). Sur une souche atypique de bacille pesteux. 
Risr (N.). — Voir Boyer (F.). 


Rosser (W.). — Voir Haupuroy (P.). 
Saint-Prix (L.). — Une gono-séroréaction de floculation . 


— Une yséaction de floculation révélatrice de Vactivité de la 
tuberculose-maladie See UU hE ah meme Th Se 
et Murermitcu (S.). — Etude de quelques substances déri- 
vées de terpenes, capables d’accroitre la sensibilité des 
révélateurs de réagines syphilitiques (le camphéne, l’iso- 
bornéol, le thymol, le menthol), . 


Sanpor (Th.). — Précisions sur une méthode de numération des 

cellules de levures . ew od 
Sartory (A.). — Voir Cacenant (P.). 

— Meyer (J.) et Cacnanr (P.). — Contribution a l’étude des 


propriétés biologiques des acides gras ramifiés. — I. Sur 
les propriélés ltoxiques de quelques acides ramifiés non 
saturés oe 

SCHAEFFER (Pierre). — Croissance et respiration d’une souche strep- 
tomycino-exigeante de Bacillus cereus privée de lantibio- 
lique-facteur de croissance oi WHR: 

S#DALLIAN (P.), Carraz (M.) et Maran (R.). — Sur un Flavobacterium 
fecale isolé d’une hémoculture 

Seys (R.). — Voir Detse (F. van). 
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Somer (R.). — Intradermo-réaction tuberculinique a l’aiguille. 
Résultats obtenus avec un instrument A pénétration auto- 
matique réglable pass 

— avec la collaboration de aieekin @. ) “ Tromancae dl). — 
Réaction d’hémagglutination, type Dubos Middlebrook, 
réalisée avec une tuberculine purifiée. Résultats obtenus. 

Sotomipks (J.). — Antibiotiques actifs, in vitro, A des dilutions 
quasi homéopathiques (acides gras de l’huile de foie de 
morue, formes a du P. A. S. et de la strepto- 
mycine) 

— Le distillat d’huile an foie ae: morue. Sep niprievs Sniabroliaies 
et premiéres applications thérapeutiques . Cs 

STAVRIANOPOULOS (Th.). — L’isolement de l’Achorion sehonten en 
Gréce, sur le milieu nutritif de Sabouraud modifié . 


SztuRm (S.), Pricuaup (D. et M.) et Neen (R.). — Un nouveau type 


antigénique de Shigella boydii 

TaBoNE (J.). — Voir Boyer (F.). 

Tacquet (A.). — Voir Gernez-Rieux (Ch.). 

Tonan (Y. T.). — Voir Manicautr (P.). 

— Voir P’An (CH. S.). 
— et Grunrinr (J.). — Action antagoniste chez les Cylopha- 

gaceae. : : Ne yan ws 

Tison (F.). — Etude ae du ae de Sor ee pro- 
duit au cours de la coagulation des milieux solides a ]’ceuf, 
type Léwenstein. Son influence sur la végétation du 
bacille de Koch 

Torrrant (Anne-Marie). — Voir MonOe Gd) i 

TRIMBERGER (I.). — Voir Souter (R.). 

TrorsTLeR (Me J.). — Voir Boyer (F.). 

VaismMAn (A.). — Voir Levanirr (C.). 

VaLLEE (A.). — Action de la streptomycine dans la pseudo-tuber- 
culose expérimentale du cobaye 

Vattis (J.) et Dremse (F. van). — Mise en medence tie Vallevare 
latente chez le cobaye . 

VIALLIER (J.). —Voir Moret (A.). 

Viner (G.). — Voir Nisman (B.). 

Want (R.) et Brum-Emerigur (L.). — Mutation du phage C,,, 
caractérisée par l’acquisition de l’activité sur les bacté- 


ries résistantes des cultures secondaires. Saya te 
— et Lapreyre-Mensicnac (P.). — L’identification des staphylo- 
coques par les bactériophages. — I. Application aux sta- 


phylococcies cutanées récidivantes SP ae ae gone et 
— L’identification des staphylocoques par les bactériopha- 
ges. 


la méthode des phages . 
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Wane (T. L.). — anal sur les benzoatases des oe be 
II. Influence de Vacide benzoique sur la croissance et Va 


enzymatique... ... 
Wivocrapsky (Héléne) et Appertr (J. oy — panigues pen ai. . 
la microflore des eaux et des sédiments oligocénes a is 


bassin de a (Basses-Alpes). 
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-SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 
ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANCAISE 
(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


y 


2 EXTRAIT DES STATUTS : 


; iariele premier. — L’association dite Association des Microbiologistes 
a “de Langue Frangaise, fondée en 1937, a Faris, a pour but de grouper les 
Microbiologistes de langue francaise et de créer entre eux un lien. Elle 
a son siége & Paris. 
4 L’association se compose de membres nationaux et de membres 
PB, étrangers de toutes langues. } 
La langue francaise est la langue officielle des Congres de iAoceton 
.. et celle de la publication de ses travaux. 
_ Art. 2. — L’A.M.L. F.- est instituée uniquement pour l’étude et la 
_ discussion en commun de toutes les disciplines relevant de la science 
— microbiologique. 
_ Art. 8. — Les membres nationaux de l’A. M. L. F., ainsi que les 
2 -membres étrangers résidant habituellement en France constituent la Sec- 
_ tion francaise de 1’A.M. L. F. ou SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIO- 
_ LOGIE. La Section francaise de ]’A. M.'L. F. recoit dans l’intervalle des 
_ Congrés une délégation permanente du Conseil de 1’A. M. L. F. ‘Son activité 
est régie par un réglement intérieur, approuvé par 1l’Assemblée Générale. 
_ Art. 4. — La Section francaise de l’A. M. L. F. ou SOCIETE FRANCAISE 
- DE MICROBIOLOGIE, constitue de plein droit la Section francaise de 
_ l’Association internationale de Microbiologie. 

Art. 5. — Peut faire partie de ]’Association. toute personne remplissant 
- une fonction scientifique dans un laboratoire de microbiologie (microbio- 
| logie pure ou appliquée, bactériologie, pathologie infectieuse, immuno- 

logie, sérologie, chimiothérapie, cancérologie), ou ayant publié des travaux 
- scientifiques de microbiologie. 

Art. 28. — Publications — Les publications des travaux exposés dans 
les séances mensuelles se font dans les conditions et selon les modalités 
' décidées par le Bureau de la Section frangaise. 

Le Bureau peut refuser de publier tout travail ou communication, qui 
ne serait pas conforme aux buts de l'association ou au caractére de ses 
-, publications. Ses décisions sont sans recours. 

Art. 27. — Les auteurs des communications et démonstrations devront 

_ étre membres de 1’Association. Les étrangers 4 1’Association ne seront 
acceptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataire un membre de 
’Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau &,faire une communi- 
cation, ou si un membre de I’Association ayant assisté aux recherches 
rapportées se charge de discuter le travail en séance. 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
par lV’ Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, |’Associa- 
tion se réunit en séances consacrées A des communications scien- 
tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aodt et septembre 
exceptés), a 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre 
de l'Institut Pasteur ; elles sont publiques. 

Les membres désirant présenter des communications sont priés 
_d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, 
pour permetire 1’établissement de l’ordre du jour de ta réunion. 

- Le’texte des communications doit étre remis 4 la séance, établi 
ne varielur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 
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-|’Association Internationale de Microbiologie, dans l’ordre suivant : 


occuper plus de deux pages de l’emplacement réservé dans les” 
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des auteurs cités sera établie, conformément aux régles adn. par 


y 


nom de l’auteur, titre du périodique (en abrégé et en italiques), 
année de publication, tome (en chiffres arabes gras), page. Les. 
signes t., p-, elc., sont supprimés. Les abréviations des noms a | 
périodiques courants figurent.sur une liste qui sera adressée aux — 
auteurs, sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étre — 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter — 
des délais de publication. La Rédaction se charge, le cas échéant, — 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, — 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés a 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution dans — 
le numéro suivant des Annales de l'Institut Pasteur. © SH 

En raison des restrictions apportées aux publications par les” 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra — 


Annales de l'Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références_ 

bibliographiques et les clichés, s’il y en a, seront compris dans cet | 

espace. Toute communication dépassant ce maximum sera retournée 

A son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 

Rédaction des Annales de l'Institut Pasteur, pour y paraitre en 

Mémoire. f a 
Le Secrétaire général ; P. Ltpine. 


"3 duu Séance du 6 Avril 1950. 
1 Mi SOMMAIRE Pages. 
yi jae ae douvrage : 786 
adh Livres recus ; : 785. 
Communications : i H 


Isolement’ d’une souche humaine de Pasteurella tularensis par ensemence- 
ment direct de la sérosité de lésions cutanées, par G. GinanD . . . . . 
Etude de la tolérance vis-a-vis de la streptomycine d’éléments isolés préleyés 
dans une population bactérienne, par Paut Haupuroy et Witty Rosser. . 788 
Etude du mécanisme d’acquisition de la tolérance vis-a-vis de la strepto- MN 


mycine.d’éléments isolés prélevés dans une population bactérienne, par 
Paut Haupuroy et Witty Rosser : 791 
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Recherches sur lhémolysine de Clos(ridium botulinum D, per E.-R. Bryeoo 195° 

Anticorps bloquants dans le sérum de sujets brucelliques. — I. Leur mise’en 
évidence, par GERARD RENOUX: .. 2.15 2.5%) o Ve) yas vie AL Lee 798 


végétation du bacille de Koch,-par F. Dison .°,_. .°. Swe ee eee 800 
Précisions sur une méthode de numération des cellules de levures, par 
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